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A anemia falciforme € conhecida pelos africa-
nos ha séculos. Exames radiolégicos de ossos de pessoas que
viveram na Africa Ocidental ha mais de 700 anos mostram le-
sbes tipicas dessa condigdo morbida, que era denominada = no
dialeto de algumas tribos de 'chui-chui-chui', numa evidente
onomatopéia ao choro das criangas durante as crises doloro-
sas. Curiosamente, os doentes eram identificados por tatua-
gem incisional para facilitar o diagndstico e proibir o casa

mentf) com membros sadios do grupo (revisto por RAMALHO ,1983).

Em 1910, o Dr. James B.Herrick, em Chicago ,
descreveu pela primeira vez a presenga de hemacias com a es-
tranha forma de foice no sangue periférico de um estudante
proveniente da regiao das Antilhas. Tratava-se de um  rapaz
négrﬁide, com histéria de varias internacgoes hospitalares an
teriores por anemia, ictericia, complicagdes pulmonares e al
ceras de membros inferiores. Ja no ano seguinte, Washburn Te-
jatou outro caso semelhante e, em 1915, Cooks e Meyer des
creveram o terceiro. Em 1922, Mason, ao descrever © quarto

caso dessa doenca, empregou pela primeira vez o termo anemia

falciforme (revisto por BESSIS & DELPECH, 1982).

A doenca falciforme hoje & identificada como
a expressdo clinica da heranca de dols genes alelomorficos
anormais relacionados com a forma¢ao de hemoglobina, na qual
pélo menos um deles € o gene para hemoglobina S {KONOTEY
_AHULU, 1974). As afecc¢bes resultantes sdo heterogéneas, ten

do como caracteristica comum hemidcias que se falcizam quando
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privadas de oxigénio e que contém hemoglobina S (cxze 2 val),
detectada por eletroforese e outras técnicas bioquimicas (MIL

NER, 1974).

Na conceituacido de doenga falciforme o crite-
rio de dois genes anormais deve ser invariavelmente observado
(KONOTEY - AHULU, 1974). Os gendtipos possiveis sdo a homozi-
goze SS (anemia falciforme), dupla heterozigoze para hemoglo
bina S e outra variante estrutural (SC, SD, SO, SE, etc.) e
as associacdes com talassemia beta (/8 talassemia) e persis-
téncia hereditiria de hemoblobina fetal (PHHF) (WEATHERALL §&
CLEGG, 1972; KONOTEY - AHULU, 1974; LEHMAN § HUNTSMAN, 1974 ;

MILNER, 1974; HUISMAN, 1979; HIGGS e col., 1982).

A hemoglobina S representa a ancrmalidade mais
frequente das variantes estruturais da hemoglobina A. Embora
seja assintomdtica nos heterozigotos, nos homozigotos ela pro
duz o quadro de anemia falciforme. Além disso, a sua intera-
cdo com outros defeitos hereditadrios da hemoglobina di origenm
a um grupo heterogéneo e ainda cfescente de entidades das quais
as mais frequentes sdo as associagoes com a hemoblogina C e
com a talassemia (WEATHERALL & CLEGG, 1972; HUISMAN, 1879;
ZAGO e col., 1980). As demais associacgdes sdo de ocorrencia

rara e de menor importidncia clinica.

Trés dessas condicbes, geneticamente determi-
nadas, podem resultar na presenca predominante de hemoglobina
S no sangue periférico apos o periodo neonatal; a homozigoze

para S, o estado duplamente heterozigoto para S e talas-



semia beta e a heterozigoze para S,associada a PHHEF (KIM,

1980) .

A incidéncia desses distintos gendtipos depen
de da frequeéncia dos genes anormais na populagao e da facili-
dade com que as ragas portadoras dos diferentes genes se en-

trecruzam ( ZAGO e col.,, 1983a e 1983b).

No Brasil, a ocorrencia dessas . doengas e
éonhécida ha muitos anos, embora os dados sobre a incidéncia
e variabilidade sejam limitados (TONDO § SALZANO, 1960 e
1962; WHO, 1966; AZEVEDO, 1973; ZAGO e col., 1980; COLOMBO
& MARTINEZ, 1981). Elas sa@o as doencas genéticas mais fre-
quentes nas populacdes brasileiras, constituindo um problema
de saude publica (RAMALHO, 1983). Entretanto, dificuldades
consideraveis sao encontradas quando se tenta resumir eos da-
dos sobre frequeéncia e variabilidade dessas doengas em nos-
so pais, devido @ origem étnica heterogénca da populagao, a
qual €& desigualmente distribuida em um pais de dimensao con-
tinental (8,5 milhoes de kmz), além da escassez de informa-
¢des e caracterizacgao inadequada dos casos estudados (ZAGO

& COSTA, 1985).

ANEMIA FALCIFORME

A frequéncia fenotipica para o gene § & de
10% a 45% em negros africanos, 8% a 12% em negros americanos

e do Caribe, 5% a 30% em gregos, turcos, no Mediterraneo, re



gides da India e da Ksia (WHO, 1966). Frequéncia  semelhante
4 dos negros nos EUA foi estimada na populagdo negroide bfasi
leira, o que ndo difere dos demais paises do continente sul

americano (WHO, 1966).

Os homozigotos para o gene da hemoglobina S
produzem apenas cadeias beta estruturalmente alteradas (cadeias
beta-S) e, por isso, sao incapazes de sintetizar a hemoglobi-

na normal A,, substituindo-a totalmente pela hemoglobina S.

A hemoglobina S, cuja estrutura molecular de-

terminada por Ingram,em 1957, difere da hemoglobina Al em

um Unico residuo de aminodcido, dos 146 que compoem a cadeia
beta. Ocorre a substituicZo simples e especifica do acido

glutamico por valina na sexta posicdo de cada uma das cadeias

6 glu
B 2 2

ceito de que a anemia falciforme (SS) & uma dognga molecular

B g val ). Dai advém o con-

beta (A= o, S=
como ja haviam sugerido PAULING e col., (1949) quando " descre-
veram que a hemoglobina de pacientes com anemia falciforme di
feria da normal pela auséncia de duas cargas negativas, crian

do um novo e amplo campo de medicina, o das moléstias molecu-

lares {COSTA, 1981}.

Esta molécula andémala, quando em concentracao
elevada e na forma "tensa” (t), isto &, desoxigenada, torna
se relativamente insoliivel agregando-se em longos polimeros.

Nestes polimeros, os tetrameros se dispdem ao redor de um



eixo vertical originando, em cortes transversails, ancis de
moléculas de hemoglobina empilhados uns sobre os outros. A
formagio destes polimeros deforma o eritrocito originando as
classicas formas das hemacias falciformes (DEAN § SCHECHTER ,
1978). A polimerizacdo intracelular da hemoglobina S desoxi-
genada corresponde, em essencia, ao processo fisiopatoldgico
basico subjacente ds miltiplas manifestagOes organicas da a-

nemia falciforme (FINCH, 1972).

A hemoglobina S, em cqnsequéncia de sua pecu-
liar alteracio estrutural, produz, além da anemia hemolitica
comprometimento de numerosos orgdos e tecidos. O quadro cli-
nico se caracteriza por episdédios agudos, habitualmente agru
pados em vaso-oclusivos, hemoliticos, aplasticos e sindrome
de sequestragao, configurando no seu conjunto as crises de falci-
zagdo. As crises vaso-oclusivas, tanto por sua frequéncia in
comparavelmente maior,como pelas repercussoes organicas glo-
bais que acarretam, figuram como manifestagdo clinica funda-
mental nos pacientes eritrofalcémicos (KONOTEY - AHULU,1974).
Fatores desencadeantes,como infecgdes, desidratagao, febre e
outros muitas vézes ndo detectados, sao capazes de provocar
uma redugzo abrupta na plasticidade dos eritrécitos que pas-
sam a bloquear a circulacdo a nivel capilar. O impedimento
do fluxo, permitindo remogéo do oxigenio dos eritrocitos
discoides estagnados, que se falcizam, desencadeia feno-
menos trombo-embdlicos, que representam o substrato morfold-

gico das crises vaso-oclusivas {(KONOTEY - AHULU, 1974; MILNER,



1974 ; DEAN § SCHECHTER, 1978).

HETEROZICGOZE DUPLA PARA HEMOGLOBINOPATIA S E 8 TALASSEMIA
(5/8 - TALASSEMIA)

A-dupla heterozigoze para S e beta (S/B ta-
lassemia), resulta da heranca de um gene para hemoglobina S
de um dos genitores e de um gene para beta talassemia do ou-
tro genitor. Em consequéncia,o achado de manifestagbes clini
cas de doenca falciforme em portador de hemoglobina S predo-
minantemente no sangue periférico, implica na distincao entre
o estado homozigdtico para S (SS-anemia falciforme)e na hete
rozigoze dupla para hemoglobina S e beta talassemia (S/B -ta
lassemia), descrita pela primeira vez por SILVERSTRONI - BIAN
CO em 1944. Esta associacdo do estigma falciforme e talas-
semia beta se expressa de duas formas: em uma,ocorre comple-
ta supressdo da sintese da cadeia beta normal (B8 A ) demoni-
nada S/BO talassemia e, a outra S/B * talaésemia, onde ha uma

supressio parcial da sintese da cadeia beta A normal.

A despeito da auséncia de preocupagao metodoe-
l6gica com andlises populacionais, pequenos grupos de  pa-
cientes com doenca S$R° tem sido estudadoé, sendo notavel a
elevada porcentagem desse genotipo (WEATHERALL, 1964; KIM e

col., 1977; ZAGO e col., 1983a e 1983b).

As proporgoes relativas dessas duas formas em
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nosso pais sao desconhecidas, embora o elevado contingente de
individuos de origem africana e mediterrdnea e a livre misci
genagao entre eles fagam supor a ocorrencia de ambas. De fa-
to, de 156 pacientes com doenga falciforme atendidos em um
periodo de quatro anos em dois hospitais universitarios em
Ribeirdo Preto (SP), 32 possuiam o gendtipo S/8% 6 S/B7 (zA
GO e col., 1980). A baixa proporcao de casos S/6+ deve-se,
provavelmente, em primeiro lugar i sua expressdo clinica mais
benigna e,assim,a probabilidade de ser encontrada em um popu
lagdo de pacientes sintomdticos & menor. Em segundo  lugar,
cerca de 80 por cento dos genes B - talassemicos naquela
regiao sdo do tipo B? e apenas 20 por cento sdo do tipo

+

B (ZAGO, COSTA § BOTTURA, 1981: ZAGO e col., 1983a e 1983b)

HEMOGLOBINOPATIA SC

A heranca de um gene para sintese de cadeia
BS de umlgenitor e um gene para a sintesede cadeia BC do
outro genitor resulta em uma condic¢do na qual as hemacias con
tem aproximadamente iguais quantidades de hemoglobinas S e

C.

Esta hemoglobinopatia ocorre principalmente em
africanos ocidentais e seus descendentes, especialmente nas
Américas do Norte ¢ do Sul e na India. Os genes para RgC tem,

portanto,uma distribuigdo limitada (LEHMANN § HUNTSMAN,1966).



- 8 -

A hemoglobina anormal C difere da normal no
que diz respeito @ substituicdo de dcido glutamico por lisi-
na na posigao 6 da cadeia beta-globina da hemoglobina. O pa-
drao eletroforético nesta doenga,revela concentragﬁeé semelhan
tes de hemoglobinas S e de C (45% - 55%) e concentragao de

0.2% a 8.1% de hemoglobina fetal (KIM, 1580).

INFECCAO EM DOENCA FALCIFORME

A extraordindria suscetibilidade dos pacien-
tes com doenca falciforme para certas infecgoes causadas por

bacteérias encapsuladas e Salmonella sp, ¢ amplamente demons-

trada em viarios estudos retrospectivos (HOOK, CAMPBELL § WEENS,
1957 : ROBINSON § WATSON, 1966; KABINS & LERNER, 1970; BARRET
-CONNOR, 1971; DIGGS, 1973; OVERTURF,POWARS § BARAFF, 1977;
LOBEL & BOVE; 1982) e prospeétivos (ROBINSON § HALPERN, 1974;

POWARS, 1975; McINTOSH e col., 1980).

A associacao de presenga de hemoglobina S e
suscetibilidade a infecgdes por bactérias selecionadas cons-
titui um ponto obscuro da medicina. Sua importancia clinica
é reconhecida pelo fato de ser a infeccdo e nao a crise vaso
oclusiva, a manifestacdo mais frequente e de maior gravidade
da anemia falciforme, particularmente em crianga (PORTER &
THURMAN, 1963; CHARACHE § RICHARDSON, 1964; THORBURN, 1969;
BARRET-CONNOR, 1971; KONOTEY - AHULU, 1971; SEELER, 1572; PO

WARS, 1975) e.provavelmente,em todos os grupos etarios (CHA-
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RACHE & RICHARDSON, 1964).

Até Tecentemente, as criangas com hemoglobino
patia SC ndo haviam sido consideradas como de alto risco pa-
ra infecgido bacteriana (ROBINSON & WATSON, 1966, POWARS, 19875 ;
OVERTURF, POWARS & BARAFF, 1977; MANN, 1981) ,exceto,possivel
mente, para pneumonia (RIVER, ROBBINS & SCHWARTZ, 1961; POWARS,.
1975) . Contudo, um.risco elevado de bacteremia por organis-
mos entéricos gram negativos pode existir em criancas acima
de 10 anos de idade, especialmente, em associagao com osteo-
mielite (RIVER, ROBBINS § SCHWARTZ, 1961; BARRET-CONNOR,197D).

Um risco maior de infecgdo pelo Streptococcus pneumoniae e

Haemophilus influenzae, quahdo comparado a populagao geral ,

foi demonstrado em pacientes com hemoglobinopatia SC, embora
com menor frequéncia do que em pacientes com anemia falcifor
me (ADDIEGO e col., 1981; LOBEL & BOVE, 18982; TOPLEY e col.,

1982; BUCHANAN e col., 1983).

As informacgdes disponiveis com relagao ao es-
tado duplamente ﬁeterozigoto S/R talassemia sao muito escas-
sas. A frequéncia e a gravidade dos episododios infecciosos
parecem menores do que nos homozigotos S5 e hemoglobinopa-
tia SC (BARRET-CONNOR, 1971; OVERTURF, POWARS & BARAFF, 1977;

BUCHANAN e col., 1983).

Em uma revisao de necropsias, DIGGS, em 1973,
observou que 25% dos Obitos em pacientes com doencga falcifor

me ocorreram nos primeiros 5 anos de vida e que as infecgoes:
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foram as causas primarias. As infec¢des mais severas in-
cluem meningites e septicemias fulminantes, pneumonias, os-
teomielites, infecgdes do trato urinario e diarréias, causa-

~das por Streptococcus pneumoniae, Salmonella sp., Haemophilus

influenzae tipo b, Neisseria meningitidis, Escherichia coli,

Enterobacter - Klebsiella sp e Mycoplasma sp {(ONWUBALILI,

1984) .

OSTEOMIELITE EM DOENCA FALCIFORME

As primeiras descricdes de associagao de ane
mia falciforme e infeccdo relatavam casos isolados de osteo-

mielite por Salmonella sp em pacientes com anemia falciforme

(CARRINGTON § DAVISON, 1825; SEIDENSTEIN, 1945; EHRENPREIS §
SCHWINGER, 1952). Tal associacao foi estabelecida por HODGES
§ HOLT em 1951 e,hoje,é amplamente confirmada na literatura
(SMITH, 1953; HOOK, CAMPBELL & WEENS, 1957; HUGHES & CARROLL ,
1957 ; DE TORREGROSA e col,, 1960; HENDRICKSE & COLLARD
1960; HOOK, 1961; DIGGS, 1967; ENGH § col,, 1971; SEELER §
JACOBS, 1977; SENNARA § GORRY, 1978; ADEYOKUNNU & HENDRICKSE ,

1980).

Cerca de 75% das osteomielites hematogénicas,
em criancas sem hemoglobinopatia,sao estafilocﬁcicas (DICH,
NELSON & HALTALIN, 1975), nos pacientes com doenga falcifor-

me, mais de 70% sao causadas por Salmonella sp (GIVNER ,
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LUDDY & SCHWARTZ, 1981). Os serotipos mais frequentemente 1-

solados incluem a Salmonclla paratyphi B, Salmonella typhimu

rium e Salmonella enteritidis, contribuindo com 70% das in-

fecgbes (HOOK,CAMPBELL & WEENS, 1957). O segundo agente mais

comum & o Staphylococcus aureus responsavel por 10% das in-

fecgoes (GIVNER, LUDDY &§ SCHWARTZ, 1981). A osteomielite por
pneumococos raramente ocorre em paciente com doenga falcifor
me a despeito de seu elevado risco para meningite e septice-

mia (ENGH e col., 18971}.

A osteomielite por Salmonella sp &€ uma doenga

rara em pessoas com hemoglobina normal (SAPHRA & WINTER,1957 ;
BLACK, KUNZ & SWARZ, 1960), sendo sua incidéncia menor do que

1% apOs uma epidemia de Salmonella sp (DIGGS, 1967). O Tis-

co em doenca falciforme & dezenas de vezes maior do que na
populacio normal (GOLDING, MAC IVER § WENT, 1959), de forma
que o diagnostico de osteomielite por este microorganismo su
gere sempre uma hemoglobinopatia. Uma revisdo de 63 casos de

osteomielite por Salmonella sp em criangas nigerianas, de-

monstrou claramente que o paciente com anemia falciforme cor

re o maior risco (ADEYOKUNNU § HENDRICKSE, 1980)}.

A osteomielite por Salmonella sp nao se apre-

senta com curso clinico fatal e a elevada morbidade, € devi-

da a sua forma cronica de evolugao.

0 mecanismo para explicar a maior suscetibili

dade a osteomielite por Salmonella sp ainda ndo esta satis




fatoriamente conhecido. Sugere-se que episodios repetidos de
falcizacgao intravascular e vaso-oclusivo desvitalizam a pare
de do intestino, com consequente invasao dos organismos Sal-

monella sp do intestine, para a circulagdo sanguinea  (ADE-

YOKUNNU § HENDRICKSE, 1980). Portadores assintomaticos deste

microorganismo sao muitc comuns em comunidades onde ocorre a

doenga falciforme. Admite-se,ainda, que a Salmonella sp te-
ria tropismoc para areas de isquemia e necrose e, tromboses da
medula oOssea, infartos e necrose, tornariam o osso um 1local

favoravel a sua proliferagéo (ADEYOKUNNU § HENDRICKSE,1980).

MENINGITES E SEPTICEMIAS EM DOENCA FALCIFORME

A vulnerabilidade das criancas com genOtipo SS
desenvolverem meningite e septicemia pneumocdcicas tém sido

estudada e bem reconhecida.

ROBINSON § WATSON,em 1966, em um grupo de 252
pacientes com doenga falciforme, constataram 18 episddios de

meningite, em criancas abaixo de 3 anos de idade com gendti-

po SS, 13 dos quais causados por S.pneumoniae. Nos pacientes
com hemoglobinopatia SC ou S$/8 nao foi detectado nenhum ca

so de meningite.

A revisdo de BARRET-CONNOR,em 1971, sobre es-
tas infeccdes bacterianas em anemia falciforme, € a maior con-

tribuicdo para nosso conhecimento dessa associacgdo clinica.



Sua analise abrangeu 166 pacientes sob scguimento clinico du
rante 11 anos. A infecgdo bacteriana foi responsavel por 60%
das fatalidades e,a meningite pneumococica, po 50% dos Obi-
tos ocorridos em criancgas abaixo de quatro anos de idade. Em
14 dos 166 pacientes, a autora notou que a frequéncia de in-
feccao bacteriana foi mais elevada,contribuindo com 40% do
total de hospitalizagdes ocorridas para todos os individuos.
Os 14 pacientes, entretanto, indistinguiveis por dados clini
éos ou laboratoriais dos 152 restantes, constituiam um grupo
de criancas com idade inferior a 5 anos. Os padroes de morbil
dade relacionados com idade, em doenca falciforme, sao bem
conhecidos (SCOTT e col., 1955; PORTER § THURMAN, 1963). PO-
WARS (1975), confirmou esta observacao em um estudo longitu-
dinal de 422 pacientes com doenga falciforme, demonstrando
claramente que o periodo de risco maior para meningite e sep
ticemia esta na primeira deécada, particularmente nos primei-

ros cinco anos, enquanto a osteomielite por Samonella sp e a

tto T It = - .
sindrome pulmonar' sao comuns em todos os grupos etarios.

Comparacao de risco relativo para infeccoes
bacterianas (BARRET - CONNOR, 1971) demonstrou que as crian
cas com anemia falciforme apresentam suscetibilidade 300 ve-
zes maior para meningites pneumocodcicas, 116 vezes maior pa-

ra meningites por H.influenzae e 25 vezes maior para osteo~

mielite por Salmonella sp, do que as criancgas normails da mes

ma conmunidade.
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Estudo de infecgbes pneumocbcicas em criangas
com anemia falciforme (SEELER, METZGER & MUFSON, 197Z)demons
trou a ocorréncia de 12 episddios de septicemia e meningite,
ou ambos, em 10 criangas com idades que variavam de 7 meses

s

a 8 anos. Foram isolados oito diferentes’de S.pneumoniae e

apesar de ser instituido tratamento adequado, ocorreram dois

obitos.

Durante um estudo propectivo de 10 meses, em
457 criancas negras admitidas consecutivamente com infecgoes
graves, ROBINGON § HALPERN, em 1974 , observaram que a taxa de
mortalidade no grupo de pacientes com anemia falciforme foi

de 25% enquanto no grupo sem a doenga foi de 1,5% apenas.

Nesses estudos,é'aparente, en primeliro lugar,
que a maior suscetibilidade is infecgdes pneumocdcicas ndo &
compartilhada por todos os individuos com anemia falciforme.
Oitenta por cento das infec¢Oes pneumococicas, foram observa
das em criancas com menos de 3 anos de idade, embora este ris
co de infeccao nao seja igual para todas as criéngas nesta
faixa etadria (BARRET - CONNOR, 1971; OVERTURF, POWARS & BA-
RAFF, 1977). Um segundo aspecto anomalo da infecgao pneumoco
cica nesta populagdo € o seu poder invasivo, desenvolvendo-se
rapidamente meningites e septicemias (BARRET - CONNOR, 1971;
SEELER, 1972). Um terceiro aspecto € que 80% das meningites
bacterianas em criancgas nas idades entre 1 e 5 anos sem ane-

mia falciforme sdo devidas ao H.influenzae (WHERLE e col. ,




1967) ,enquanto 70% das meningites nas criancgas com anemia

falciforme sao causadas pelo S.pneumoniae (BARRET - CONNOR,

1971 OVERTURF, POWARS & BARAFF, 1977). Embora o risco de
aquisicido de meningite pneumocdcica seja 600 vezes maior do
gue em c¢riangas normais, o risco de morte, uma vez que a in-
fecgao se instalou, ndo parcce ser maior do que em outros pa

cientes (BARRET - CONNOR, 1971).

Embora as meningites por H.influenzae na ane-

mia falciforme sejam menos frequentes do que as devidas ao

S.pneumoniae, elas possuem os mesmos padroes de morbidade

relacionados com idade.

A septicemia bacteriana ocorre entre 10% a 15%
dos pacientes com anemia falciforme (OVERTURF, POWARS § BA~
RAFF, 1977; LOBEL & BOVE, 1982), embora tenha sido relatada,
também, incidéncia de 30% (MCINTOSH . .e.. col., 1980).
Os pneumococos sao os responsaveis por 70% das infecgdes e,
estao associados a uma taxa de mortalidade entre 30% e 50%
{(BARRET - CONNOR, 1971; OVERTURF, POWARS § BARAFF, 1977;. LO-
BEL & BOVE, 1982). A segunda bactéria mais comumente isolada

¢ o H.influenzae tipo b (WARD § SMITH, 1976), seguida pela

E.coli e Salmonella sp. As criangas com homozigoze SS e, a-

baixo de 5 anos de idade, sao as de maior risco. 0 pico de
incidéncia e a mortalidade ocorrem entre 1 e 3 anos. A apre-
sentagdo clinica pode ser altamente varidvel e, frequentemen

te, € atipica.



OUTRAS INFECCOES EM DOENCA PFALCIFORME

A pneumonia é uma das infecgoes mais frequen-
tes na doenca falciforme, em todas as idades (PETCH § SERJEANT,
1970; OPPENHEIMER &-ESTERLY, 1971). Em apenas metade dos ca-
sos, €& isolado um patdgeno, frequentemente o pneumoccoco (HEN-

DERSON, 1950 ; BARRET - CONNOR, 1971; POWARS, 1975).

As infecgoes do trato urinirio tem uma inci-
dencia elevada,com bacteremia em pelo menos 50% dos casos em
qualquer faixa etaria e, pielonefrite ocorre em mais de 25%
dos casés em pacientes adultos (BARRET -~ CONNOR, 1971; RO-
BINSON § HALPERN, 1974). Aproximadamente metade dos casos de

infecgdo do trato urinario sao devidos a E.coli e Enterobac-

ter Klebsiella sp, sugerindo uma elevada suscetibilidade pa-

ra Klebsiella sp.

FATORES PREDISPONENTES A INFECCAO NA DOENGA FALCIFORME

A base biolbgica para a suscetibilidade das
criancas com doenga falciforme para as infecgoes causadas pe

lo S.pneumoniae, H.influenzae e N.meningitidis, tem sido atri

buida principalmente a trés alteracgdes do sistema imunologi-
co desses pacientes: um possivel defeito na atividade opsoni
ca sérica (WINKELSTEIN § DRACHAMN, 1968), asplenia funcional
(PEARSON, SPENCER & CORNELIUS, 1969) e alteragao na ativagao

da via alternativa do sistema complemento (JOHNSTON, NEWMAN



§ STRUTH, 1973; KOETHE, CASPER § RODEY, 1976; WILSON, HUGHES
& LACIHMAN, 1976, HAND § KING, 1978§ CORRY e col., 1979). A
funcdo fagocitaria de leucdcitos polimorfonucleares de pacien
tes com doenga falciforme também tem sido avaliada, na tenta
tiva de explicar a alta frequéncia de infeccao nesses indivi
duos (DIMITROV e col., 1972; WAJIMA, 1975; FALCAO, VOLTARELLI
§ BOTTURA, 1981 ; HERNANDEZ e col., 1983; LUO § ROWLAND,1983).
Alteracao local no intestino e no 0sso, exaustio do sistema

fetiﬁulo—endotelial devido & hemblise cronica e disfuncao he
patica, sao referidos como outros fatores que predispOem es-

ses pacientes a infecgao causada por Salmonella sp (KAYE,

GILL & HOOK, 1967; ADEYOKUNNU § HENDRICKSE, 1980).

ATIVIDADE OPSONICA SERICA NA DOENQA FALCIFORME

A opsonizacgdo de bactéria por fatores sericos
incluindo complemento e imunoglobulinas & um importante me-
canismo de defesa do hospedeirc. Na auséncia de imunoglobuli
na especifica, esta opsonizacdo depende fundamentalmente da

ativacao da via alternativa do complemento.

COMPLEMENTO
Atualmente se sabe que mais de 20 proteinas '
interagem no complexo mecanismo de ativacao do sistema com-

plemento. A maior parte destas moléculas encontra-se no san
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gue em forma inativa. Este sistema tem um papel importante
na resistencia anti-infecciosa, uma vez que contribui para
a lise de bactérias, principalmente as gram negativas e al-
guns virus; apresenta capacidade quimiotatica para polimorfo
nucleares e mondcitos (C5a), funciona como opsonina(C3b),além
de possuir atividade de anafilatoxina (C3a e C5a), incremen-
tando a resposta inflamatoria (KLEIN, 1982b ; WINKELSTEIN,
1983). A atividade opsonizante do C3b tem sido bem demonstra

da em relacdao ao S.pneumoniae que, sendo um germe encapsula

do, apresenta mecanismos de defesa antifagocitarios bem desen

volvidos (WINKELSTEIN, 1983).

A afirmacao de que os pneﬁmococos, in vitro'",
sao 6psonizaéos de forma insuficiente, pelo soro de alguns
paéientes‘com doencga falciforme (WINKELSTEIN § DRACHMAN,1908;
JOHNSTON, NEWMAN & STRUTH, 1973) & reconhecida, embora, os

mecanismos moleculares para esta atividade sérica opsonica

ainda sejam alvo de especulagoes.

WINKELSTEIN § DRACHMAN, em 1968, demonstraranm
uma deficiéncia da atividade opsOnica sérica em 12 de 14
criancas com anemia falciforme, através de um teste fagocita
rio especifico. Utilizaram pneumococos serotipos 14 e 25,leu
cocitos polimorfonucleares e soros de indivIduos doentes e
normais. Caracterizaram tais opsoninas deficientes como ter-
mo-labeis, ja que o soro normal aquecido (56°C por 30 minu-

tos) tinha sua atividade opsonizante diminuida, tornando-se’

semelhante a demonstrada no soro dos pacientes. Este fato se
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confirmou com a observacdo de que a opsonizagao dos pneumeco
cos s0 ocorria de forma suficiente, quando a sua pré—incuba?
cao era feita com soro normal fresco. Contudo, a concentra-
cdio dos anticorpos anti-pneumococos (opsoninas estaveis a0
calor) nao distinguiﬁ os soros de ambos 0s grupos e nao iden
tificou também, nenhum inibidor para a funcHo sérica opsoni-

ca. Com relacdo a. Samonella sp, a maior parte da atividade

sérica opsonica caracterizou-se por ser estavel ao calor; a
presencga de aglutininas especificas em quase todos 0s SOrOs
indicou, neste caso, que a opsonina envolvida poderié ser um
anticorpo especifico. Ndo foi detectada anormalidade da ati-
vidade hemolitica total do sistema complemento (WINKELSTEIN

& DRACHMAN, 1968).

JOHNSTON, NEWMAN & STRUTH, em 1973, confirma
ram o defeito sérico opsonico para pneumococos em . pacientes
portadores de anemia falciforme, e, sugeriram que a deficien
cia poderia ser da ativagao da via alternativa do sistema
complemento. O sistema de fagocitose utilizado por eles,quan
tificava o nimero de pneumococos serotipo 2 englobados por
leucdcitos polimorfonucleares, sendo dependente da reducao '
quimica do NBT (Nitroblbetetrazolium], em proporg¢ao direta ao
nimero de microorganismos ingeridos. Quantidades variadas de
anticorpos especificos da classe IgG foram previamente liga-
dos ao pneumococo,e a fagocitose estudada na presenca de soro

fresco de pacientes e controles. As conclusoes dos autores '

foram as seguintes: 1) o anticorpo sozinho nao promovia a



fagocitose, sendo necessario soro fresco para a completa op-
sonizacio; 2) quantidades miaximas de anticorpo cspecifico pre
viamente fixados aos pneumococos, tanto em presenga do sor0
de pacientes como de controle, promoviam a mesma fagocitose;
3) contudo, quantidades reduzidas de anticorpo especifico fi
xados aos pneumpcocos, em presenga do soro de paciente, pro-
moviam uma fagocitose significativamente menor do que em prg.
senca do soro normal. Eles admitem que uma deficiencia em an
ticorpo ndo explicaria esta diferenga, pois ambos o0s s0Y0S
ndo possuiam atividade aglutinante significativa para o pneu
mococo serotipo 2. Além disso, a atividade opsonizante nor-
mal na presenca de excesso de anticorpo, os fez supor que &
capacidade de fixar C3 & superficie bacteriana atraves da

via classica, estivesse intacta nos soros dos pacientes.

Anormalidade da via alternativa fol proposta
por esses investigadores porque o soro dos pacientes na pre-
senga de EGTA (écido~tetra—acético~etilen0 glicol) nao foi
capaz de promover a fagocitose de particulas de zimosan. A
falta de fixacdo de C3 & superficie do zimosan, foi confirma
da tanto pela incapacidade do soro anti-C3 de aglutinar es-
sas particulas previamente incubadas como o soro,como tambem,
pela falta de conversao de C3 para C3c detectavel por imunoe
ijetroforese. Contudo, quantidades relativamente pequenas de
soro normal restauraram esta atividade dos soros dos pacien-
tes, da mesma maneira como restaurou no sistema em que foi

utilizado o pneumoccco. Estes fatos sugeriram aos autores que



a deficiéncia estava na via alternativa do complemento ¢ que
a labilidade ao calor do fator restaurador assemelhava-se ao
do fator B e talvez de outros componentes da via alternativa

(JOHNSTON, NEWMAN & STRUTH, 1973).

Defeito na ativacao da via alternativa do com
plemento, foi também demonstrado no soro de pacientes com
doenca falciforme utilizando-se o fator veneno de cobra (KOE
THE, CASPER § RODEY, 1976); uma redugao na atividade do fator
D'(CE proativador convertase-C3PA), fol proposta como uma pos

sivel alteracdo, embora os autores ndo tenham quantificado

este fator.

Posteriormente, baixa atividade da via alter-
nativa associada com niveis reduzidos de fator B (C3-proati-
vador) e niveis normais de fator I (C3-proativador converta-
se), foram encontrados em soros de criancas com anemia falci
forme , medidos pelo método de difusdo radial hemelitica '
(WILSON § HUGHES & LACHMANN, 1976). A analise de TEegressao,
nesse estudo, demonstrou uma cofrelagéo significativa en-
tre a via alternativa total e o nivel do fator B. Concluiram,
entio, que dos fatores séricos que interagem para gerar C3
convertase pela via alternativa, o fator B (C3 proativador) e
nio o fator D (C3 - proativador convertase) seria a causa pro

vavel do defeito no sistema complemento em pacientes com ane’

mia falciforme.

Qutros investigadores, entretanto, nao identi



ficaram qualquer alteragdo no soro de pacientes com doenga
falciforme que pudesse ser atribulda a via alternativa do sis

tema complemento.

A andlise de fagocitose por neutrofilos, de
pneumococos serotipo 2 marcado com 14C, demonstrou que a ca-
pacidade opsonica dos soros de 28 pacientes, entre 3 meses e
16 anos de idade, com anemia falciforme, era normal. Os so-
ros de controle e de pacientes foram tratados com EGTA,acres
centando-se magnésio, suficiente, para assegurar a funcao da

via alternativa (PROVISOR, ALLEN § BAEHNER, 1976).

Andlises quantitativas e funcionais da  via
alternativa foram realizadas por STRAUSS e col., 1977, no so
ro de criancas com anemia falciforme, na tentativa de defi-
nir esta anormalidade. A atividade hemolitica total de C3 ,
fator B, properdina e C3b inativador foram semelhantes nos
soros de pacientes e de controles. Para ativagao da via al-
ternativa eles usaram inulina e fator veneno de cobra, nao

sendo encontrado nenhuma diferenca.

Mais recentemente, foi demonstrada reducgao na
concentracio funcional do fator B, em pacientes com doenca
falciforme. Considerou-se que esta anormalidade nao seria de
corrente de sintese reduzida e sim de excessiva ativacgao e
consequente consumo do fator B funcionalmente ativo e, pos-
sivelmente, de outros fatores do soro (WILSON, THOMAS & SIS~
SONS, 1979). Especula-se que o hipercatabolismo de C3 esta-

ria ligado ao componente intravascular do processo hemoliti-



co na doenca falciforme (DE CEULAER e col., 1981). Se 1isto
fosse verdadciro, esta anormalidade seria temporariamente re
vertida por transfusdo de eritrocitos normais. Porém, em al-
gumas criangas com doenga falciforme e asplenia funcional
as transfusoes de hemdcias restauraram a fungdo esplenica, nao
ocorrendo o mesmo com a infusdo de plasma (PEARSON e col. ,
1979) . Contudo, mais recentemente, © efeito benéfico de infu
sio de plasma, por razoes ndo imunoldgicas, em paclentes com
crise de falcizagao (HUEHNS, DAVIES § BROZOVIC, 1981}, tem
despertado interesse. Entretanto, até agora, nao existem es-

tudos sobre a hipdtese de DE CEULAER e col., 1981.

LARCHER e col., em 1982, consideraram inopor-
tuna a especulagao sobre um possivel mecanismo de defeito do
sistema complemento, visto que os estudos realizados atée a-
quela data apresentavam resultados discrepantes, decorrentes,
possivelmente, do uso de diferentes metodologias, da falta
de estabelecimento da variacao dos valores encontrados na po
pulacao de criangas com doenga falciformé, e , dos controles
pareados por idade. Com o objetivo de identificar o estado de
deficiéncia de complemento em uma populagadc infantil com doen
ca falciforme e em um grupo controle parcado por idade,eles
mediram a capacidade dos soros de opsonizar o zimosan,a atl
vidade funcional total da via alternativa e a relacao das me
didas funcionais e imunoquimicas do fator-B. Encontraram uma
incidéncia de defeito de opsonizagdo de zimosan de 4,5% na

populacgio controle, enquanto na populagao com doenga falci-



forme esta incidéncia foi de 15% (11 em 72 pacientes}. A me -
dia da atividade total da via alternativé foi significativé
mente reduzida, comparada aos controles, em 9 dos 72 pacien-
tes estudados, havendo uma correlacao positiva entre a ativi
dade funcional da via alternativa total e fator B. O fator B
foi também significativamente reduzido quando medido por
imunodifusio radial em 6 pacientes e 1 controle, nao haven-
do, porém, correlagdo significaﬁiva entre as medidas funcio-
hais e imunoquimitas do fator B. Quase 50% dos pacientes com
deficiéncia na opsonizagao do zimosan possuiam atividade re-
duzida da via alternativa, porém nenhum tinha deficiencia do
fator B. Estudos seriados mostraram que estes achados foram
persistentes. LARCHER e coll,(1982), consideram paradoxal a
afirmacdo de que defeitos fincionais da via alternativa do
complemento, incluindo fator B (WILSON, HUGHES §& LACHMAN ,1976;
WILSON, THOMAS § SISSON, 1979; DE CEULAER e col., 1981}, es~-
tejam associados a um defeito na opsonizagdo do pneumococo !
(JOHNSTON, NEWMAN § STRUTH, 1973), em pacientes com doenga
falciforme, quando os niveis do fator B, medido por imunodi-
fusio radial, foram normais (BJORNSON, GASTON § ZELLNER,1977).
Propoem que um perfil laboratorial dos pacientes, para defei
tos de opsonizagﬁo e do complemento, possa ser utilizado mna
identificacgao dos individuos de maior risco  para infecgao

-

pneumococica.

Embora defeitos na opsonizagao dos pneumococos
tenham sido consistentemente demonstrados em alguns pacien-

tes com doenca falciforme (WINKELSTEIN & DRACHMAN, 1968 ;



BJORNSON, CASTON § ZELLNER, 1977), isto nao tem sido verda-
deiro para microorganismos gram negativoé (WINKELSTEIN & DRA
CHMAN ., 1968:; BJORNSON, GASTON & ZELLNER, 1977). Deste modo,
os pacientes com doenga falciforme podem ter um defeito de
opsonizacgao seletivﬁ e a explicacao para a sua elevada susce

tibilidade para infeccdo por Salmonella sp pode ser diferen-

te daquela para O pnEuUmoOCcoOCO.

O0s estudos de FIELD, OVERTURF § STRUNK (1981),

sugerem que a opsonizagao da Salmonella sp ¢ mediada predo-

minantemente pela via alternativa ; as criancas avaliadas,

nioc apresentavam nenhuma anormalidade desta via.

1

LUO & ROWLAND (1983) compararam a atividade

bactericida e opsonica do soro de 12 pacientes com anemia
falciforme com a de um "pool' de soros normais. Calcularam 4
indices, para cada soro do paciente: 1) indice de viabilida-

de de S.enteritidis na presenga de cada soro; 2) indice de

viabilidade de S.enteritidis na presenca de cada soro e de neu

t76filos humanos normais; 3) indice de bactérias ingeridas
pelos neutrofilos; 4) indice de fagocitose. Apenas 1 dos 12
soros, mostrou resultados idénticos ao do "pool' de soros nor-
mais, sendo que nos 1l restantes, foram detectadas altera-
cbes importantes. A sobrevida das bactérias na presenga  de
soro de paciente foi 3 vezes maior do que na presengd do so-
ro normal. A fagocitose pelos neutrofilos na presencga dos
soT0s em teste foi de 10% do valor normal. A sobrevida da bac

téria ingerida fol 6 vezes maior. A acentuada reduc¢lio do in-



dice fagocitario € de grande importancia visto que as Salmo-
nellas ingeridas por neutrofilos sdo quase todas destruidas

aos 30 minutos. A maior proporc¢ido de bactérias nao ingeridas
na presenca do soro de pacientes, significa atividade bacte-

ricida menos eficiente.

Neutrofilos humanos normais, na presenga de

soro humano normal, destroem efetivamente a S.typhimurium.Es

te efeito é reduzido na presenca do soro de pacientes e de
soro normal inativado, indicando que a ingestdo € ineficien-
te nos doentes e que o defeito estda possivelmente na ativa-
¢do do complemento. (HAND & KING, 1978; FIELD, OVERTURF G

STRUNK, 1981).

E importante lembrar que o estudo da ontoge-
nia do complemento & relativaménte recente e durante o pri-
meiro ano de vida, as criancgas possuem valores inferiores aos
dos adultos (YONEMASU e col., 1978; DAVIS, VALLATA & FORRISTAL,
1979; ADINOLFI, 1981) o que pode, em parte, explicar as dis-

crepancias nos resultados dos investigadores.

ANTICORPOS

Em relacao as imunoglobulinas, niveis signifi
cativamente elevados de IgA sérica na anemia falciforme tem
sido o vresultado mais consistente (EVANS & REINDORF, 1968 ;

CAGGIANO & HOLDEN, 1968; GAVRILIS, ROTHEMBERG § GUY, 1974
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BALLAS e col., 1980) e esta elevagéo torna-se aparente a par
tir dos dois anos de idade (MILLARD e col., 1982). Estes re-
sultados sdo interessantes visto que as concentragbes séri-
cas de IgA, na crianga normal, se elevam lentamente no decor
rer da infancia, alcancando valores semelhantes aos de adul-
tos no final da idade escolar ou, até mesmo, na adolescencia
(STIEHM & FUDEMBERG, 1966; BERG & JOHANSSON, 1969; BELLANTI

§ HURTADO, 1975; MILLER, 1980; NASPITZ e col., 1982}.

As concentracgbes séricas de IgG na doenca fal
ciforme sao descritas como normais (EVANS § REINDORE, 1968),
baixas em criancas jovens (ISICHEI, 1979} ou elevadas a par-
tir dos 6 anos de idade (MILLARD e col.; 1982) ¢ em adul-
tos (CAGGIANO § HOLDEN, 1968; GAVRILIS, ROTHEMBERG § GUY ,
1974). |

Em relacdo a IgM, os resultados obtidos tem
revelado concentracdes elevadas em criangas com anemia falci
forme (EVANS § REINDORF, 1968) e diminuidas (SILLS § OSKI,
1979) ou normal em adultos (EVANS4a REINDORE, 1968; CAGGIANO
§ HOLDEN, 1968; GAVRILIS, ROTHEMBERG & GUY, 1874, BALLAS e
col., 1980), havendo, ainda, um estudo que demonstra niveis
de IgM normais ou reduzidos (SEITANIDIS, MIHAS § ANGELOPOULOS ,
1972). Foram demonstrados niveis de IgM baixos em pacientes
com atrofia esplénica ou esplenectomizados, e elevados naque
les com bago normal ou aumentado (GAVRILIS, ROTHEMBERG & GUY,
1974). Entretanto, MILLARD e col., 1982, nao encontraram nen

huma reducao da IgM correlacionada com a idade dos pacientes,



L possivel que o processo gradual de atrofia esplenica, em
anemia falciforme, leve a que a produgﬁo de IgM seja feita
em outras areas do sistema reticulo endotelial. Esses inves-
tigadores mostram que a partir dos 7 anos de vida, ja sdo a-
parentes as anormalidades dos niveis séricos de imunoglobuli

nas encontrados em adultos com anemia falciforme.

Com‘relagéo a produgdo de anticorpos especifi
cos , os individuos esplenectomizados e os pacientes com ane
mia falciforme, possuem uma incapacidade de sintetizar anti-
corpos para antigenos particulados administrados por via in-
travenosa (ROWLEY, 1950; SCHWARTZ § PEARSON, 1972). Eles de-
monstraram que criangas com:anemia falciforme, responderam '
com titulos baixos de anticorpos para hemdcias heterdlogas ,
enquanto as criang¢as com trégo falciforme (AS) e hemoglobino
patias S/B e 5C -, . responderam com titulos normais. No
entanto, niveis de imunoglobulinas séricas normais (SEITANIDIS,

MIHAS § ANGELOPOULos; 1972) e anticorpos normalmente formalos

ap0s injecdo intramuscular ou subcutanea de antigenos de Sal

monella sp (ROBBINS § PEARSON, 1965), foram demonstrados na

anemia falciforme.

A resposta de anticorpos para os polissacari-
deos dos pneumococos na doenga falciforme foi estudada prell
minarmente por AMMAN e col., 1977. Eles,administraram a vaci
na pneumocdcica octavalente por via subcutanea em 77 pacien-
tes com doenca falciforme e, em 19 individuos asplenicos sem

hemoglobinopatias e compararam suas respostas aos 82 contro-
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les parcados por idade e sexo. O grupo com doenga falciforme
e o grupo asplénico sem hemoglobinopatia, responderam a imu
nizacao com a mesma magnitude do grupo contrele, ¢ a prote-
caio conferida fol mantida por pelo menos dois anos. Estes re
sultados indicam, portanto, que a vacina promove protegao con

tra infecgio por S.pneumoniae serotipo especifico, em crian-

cas com doenga falciforme.

BUCHANAN § SCHIFFMAN, em 1980, estudaram a res
posta humoral para a vacina pneumocdcica polivalente em crian
cas com anemia falciforme, e, idades inferiores a 2 anos. As
concentragoes de anticorpos pés—vacina, prara dez de doze se-
rotipos, foram o dobro daquelas observadas antes de sua apli
cagao. As respostas foram semelhantes nas criangas entre 0 e
12 meses e entre 12 e 24 meses de idade. As criangas com ida
des entre 3 e 5 meses apresentaram uma resposta pobre em an-
ticorpo, porém o reforgo, aos 24 meses de idade, resultou em
niveis semelhantes aqueles dos adultos, o que demonstra ha-

ver ocorrido formag@o de memdria imunologica.

Entretanto, AHONKAI e col., (1979) demonstra=-
ram falha desta vacina em conferir protegaoc em alguns pacien
tes com doenca falciforme e propuseram como explicagao, o fa
to de nem todos o0os serotipos estarem contidos na vacina e tam
bém as baixas concentragoes de alguns polissacarideos tipo

- e
especifico.

STEINBERG e col., (1978), estudaram a respos-

ta clinica e sovologica de criancas com doenca falciforme pa



ra a wvacina bivalente do virus Influenza A e, encontraram '
resposta elevada de anticorpo para ambos os antigenos, en
mais de 90% dos individuos com doenga falciforme. As respos-
tas foram compardveis aquelas de criangas normais, sugerindo
que estas vacinas sao protetoras contra o virus da Influenza

e suas complicacoes em doenga falciforme .

Considerando-se que a faixa etaria de maior
risco para as infecgOes bacterianas, nas criangas com doenga
falciforme, coincide com a fase de maior importancia para o
desenvolvimento da resposta imune humoral e suas interacgoes
celulares, observa-se que na maioria dos estudos anteriormen
te citados sobre atividade opsoOnica sériéa, falta uma aborda
gem mais profunda sobre a ontogenia dessas respostas, naque-

1a faixa etaria.

A producio de IgG pelo lactente s6 se torna
consistente no final do primeiro semestre de vida, quando os
elementos envplvidos nesta sintese alcangam um certo grau de
maturidade e também os niveis de IgG de origem materna jd se
encontram reduzidos (MILLER, 1980; ANDERSON e col., 1981).En
tre os 3 e 7 meses, a crianca apresenta niveis muito baixos
desta proteina, ocorrendo entdoc a chamada fase de hipogamaglo
bulinemia fisioldgica, elevando-se progressivamente os valo-
res de IgG apbs este periodo, para alcangarem niveis de adul
tos, em torno dos 3 a 4 anos (BELLANTI § HURTADO, 1975, HAY-
WARD, 1983). Além disso, ANDERSON e col., (1981), demonstra-

ram que a secrecao das diferentes subclasses de IgG se di em



periodos diversos. A 1gGy e IgGy sdao bem demonstriveis nos
primeiros 12 meses de vida, enquanto células produzindo fgG,
e I1gG, nac alcancam consistentemente niveis de adultos, mes-
mo aos 2 anos de vida, idade maxima por eles estudadas.l mui
to provavel que esta imaturidade se reflita de modo mais acen
tuado nas criancas com doenca falciforme, através da susceti
bilidade maior para certos agentes infecciosos, sabendo-se '
que ha antigenos que depertam preferencialmente a resposta de
anticorpos dentro de uma determinada subclasse de IgG.Assim,
por exemplo, o dcido teicdico, polissacarideo da parede bac-
teriana, induz principalmente anticorpos da subclasse IgG2 '
(OXELIUS, 1974; PABST § KRETH, 1980). A deficiéncia congéni-

ta de IgG2 e IgG4 esta associada com a ndo formacdo de anti-

corpos anti-acido teicOico e anti H.influenzae, observando-sc

infecgoes recorrentes por esta bactéria (OXELIUS, 1974). En-
quanto os pneumococos podem ser opsonizados atraves do efei-
to de anticbrpos IgGl, IgG3 e IgM anti-capsular tipo especi-
fico, ou também, da agdo combinada de anticorpo especifico e

complemento (PROVISOR § BAEHNER, 1980).

Considergdos estes aspectos, de forma sucinta,
podemos sugerir que as investigagOes envolvendo a funcdo sé-
rica opsonica deverdo levar sempre em conta a faixa etaria do
grupo estudado, tendo em vista que as criancas com doenca fal-
ciforme entre 6 meses e 4 anos de vida sgo aquelas de maior

suscetibilidade as infecglOes por bactérias especificas.



ESTUDOS DOS FAGOCITOS EM DOENCA FALCIFORME

As células gue se diferenciam no sentido  de
fagocitarem agentes infecciosos constituem o mais primitivo
e ao mesmo tempo, o mais efetivo componente do sistema de de
fesa do organismo. Embora pareccam ter origem comum, 0S5 chama
dos ''fagdcitos profissionais'" se distribuem em duas linha-

gens, os polimorfonucleares e 03 mononucleares.

Para que o processo de fagocitose tenha éxito,
isto &, para que o microorganismo ou a particula sejam inge-

ridos e destruidos, algumas etapas se fazem necessarias.

a) Quimiotaxia

0 reconhecimento de bactéria opsonizada pelos
fagbocitos requer o movimento dirigido destas células para o
local da infeccdo, o que & estimulado por uma variedade de
fatores quimioatraentes, incluindo: componentes do sistema
complemento C3a, Cba, C5b, C6, C?, linfocinas diversas, meta
b6litos do ciclo de lipoxigenaczo do acido aracdonico, com
especial destaque para os leucotrienos e também produtos bac-
terianos (ALTMAN, 1978; JENSEN, ESQUENAZE § CIANCIOLO,1878

TURNER & LYNN, 1978; SNYDERMAN § GOETZL, 1981).

A quimiotaxia de leucdcitos, fenomeno conheci
do desde 1884 por METCHNIKOFF, € iniciada pela ligagao do

fator quimioatraente a receptores cspecificos na membrana ce



lulaxr. A ocupacao destes receptores induz alteracdes rapidas
no potencial elétrico transmembranoso e se iniciam modifica-~
cdes nos niveis de pucleotideos ciclicos e nos fluxos 1ioni-
cos, aumenta a utilizagéo de glicose e de oxigénio , a compo
sigao fosfolipidica da membrana se altera e se modificam as
reacgoes de transmetilagao mediadas pela S.adenosilmetionina.
Dentro de minutos,‘apés o encontro com os fatores quimioatraen
tes, o fagbcito altera sua morfdlogia e se orienta no senti-
do do gradiente quimiotatico. Reorganizagao dos elementos do
citoesqueleto, tais como as estruturas microtubulares e oS
filamentos de proteinas contrateis assim como dos receptores
de superficie, € observada em células orientadas e parece ser
requerida para a migracao direcionada (GALLIN e col., 1978 ;
STOSSEL, 1978; CRAMER, MILKS § OLAKIAN, 1980; SNYDERMAN g
GOETZL, 1981; KLEIN, 1982C;.SEGALL & SOOTHILL, 1983).

Um inibidor da migracao estimulada dos polimor
fonucleares '"'in vitro'", fol descrito por AKENZUA § AMIENGHEME,
em 1981, quando gstudaram 38 criancgas com anemia falciforme,
com idades entre 2 e 13 anos e 18 criancgas sem hemoglobinopa-
tia com idades qua variavam entre 4 e 11 anos. Todas as crian-
cas com anemia falciforme foram estudadas durante a fase es-
tavel e 17 delas novamente estudadas durante as crises vaso-
oclusivas. Nenhum defeito quimiotético foi deﬁonstrado nas
criancas na fase estdvel. Entretanto, durénte as ¢rises vaso

oclusivas, foi demonstrada reducdo na migragao estimulada dos

polimorfonucleares dos pacientes e controles quando o fator



quimioatraente geradoe resultava da incubagao do soro dos pa-
cientes em crise vaso-oclusiva com endotoxina de I.coli.Eles
concluem que as criangas com anemia falciforme, apenas na cri
se vaso-oclusiva, desenvolvem um inibidor da migragdo dos PMN
um vez que o mesmo nao & observado quando o estimulo & gera-
“do a partir do soro de criancas na fase estavel da doenga

(AKENZUA & AMIENGHEME, 1981).

b) Englobamento ou fagocitose propriamente di

ta.

Uma vez tendo chegado ao foco inflamatdrio, o
fagécito precisa reconhecer para, em seguida, aderir a parti
cula a ser fagocitada. Este reconhecimento se faz principal-
mente através da ligacgdo de receptores para Fc da IgG e pa-
ra C3b, presentes na membrana dos fagoécitos polimorfonuclea-
res e mononucleares, com as estruturas complementares na su-
perficie da bactéria ou particula (GRIFFIN e col., 1975).Por
tanto, a fagocitose & facilitada se a particula houver sido
previamente opsonizada. Os anticorpos da classe IgG, princi
palmente as subclasses IgGl e IgG3 ¢ fatores do sistema com-
plemento, em especial o C3 ativado, sao as opsoninas mais
bem conhecidas (STOSSEL, 1974). O complemento pode se fixar
a particula, por ativacdo direta da via alternativa, como a-
contece por exemplo, com certos fungoes como o zimosan, ou
apos a ligagao do anticorpo a particula, sendo os anticorpos

da classe IgM, os mais eficientes na fixagdao do complemen-



to (STOSSEL, 1974). Outras opsoninas tem sido descritas, co-
mo a tuftsina,produzida basicamente no bago; a atividade op-
sonizante da proteina C reativa nio é completamente aceita '
(KITCHENS, 1979; AIBENDER e col., 1982). Outra substancia plas
matica cuja atividade opsonizante vem sendo muito estudada,é
a fibronectina, glico-proteina que facilita a eliminagao de
bactérias, imunocomplexos, restos celulares e plaquetas le-

sadas, pelo sistema reticuloendotelial (BARNARD & ARTHUR,1983).

Tendo-se ligado a particula, o fagoécito come-
ca a emitir pseuddpodes ao redor de sua presa e estes pseudd
podes terminam por se encontrarem, ocorrendo entido a fusao
da membrana plasmiatica. A particula € englobada para dentro
de um vacuolo denominado fagossoma, originario da invagina-
cdo da membrana celular. Estudos em macrofagos sugerem que o
proceséo de fagocitose depende da presenga de receptores em
toda a membrana celular, que se ligam as estruturas complemen
tares distribuidas por toda a superficie da particula, resul
tando, assim, numa ligacdo progressiva, o que se propbe que
seja um mecanismo semelhante ao de um "ziper" (GRIFFIN e col.,

1975; GRIFFIN, GRIFFIN § SILVERSTEIN, 1976).

0 contato da particula com a membrana plasma-
tica do fagdcito inicia a série de eventos descritos no para
grafo anterior, que, no entanto, do ponto de vista bioquimi-
co, somente agora esta sendo um pouco compreendida. Sabe-se
que um papel fundamental & desempenhado pela proteina que se

liga a actina e que esta associada a membrana plasmatica {actin
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binding protecin), que inicia a polimerizagac da actina no ci
toplasma,a partir do sitio de ligagdo com a particula. Im sg
guida, ocorre interacao da actina.com a miosina, o que resul
ta na contracao da miosina na regiao do contato, levando a
formacao de pseudbpodes estreitos. A medida em que os pseudd
podes se movem ao redor da particula, novos contatos célula-
particula se fazem, novos estimulos para ativagdo da protei
na que se liga & actina ocorrem e maior espalhamento dos pseu
dopodes pode ser observado. Experimentos em que a opsonina
recobre apenas metade da particula demonstram que somente
meia particula é englobada, falando a favor de que um estimu
lo seja gerado pelo contato entre o fagbcito e a particula a
ser fagocitada {(GRIFFIN e col., 1975; GRIFFIN, GRIFFIN & SIL

VERSTEIN, 1976).

Estudos adicionais demonstram que devido a
imobilidade dos receptores de macrdfagos para C3, eles sao in
capazes de se difundir, dentro da membrana citoplasmatica,e,
consequentemente, de promover a fagocitose de particulas 1i-
gadas com o (3. Além deste fato, a identificagao prévia de
uma linfocina que ativa os receptores C3 de macrofagos para
fagocitose e a demonstrégéo de que ela age pela liberacgao
dos receptores de modo que eles podem se difundir dentrc da
membrana plasmatica celular (GRIFFIN & GRIFFIN, 1979 e 1980),
pareceu a estes investigadores que a interac¢do inicial macrd
fago-linfocina ocorreria na sua Superficie, via receptor lin

focina especifico. Demonstraram, desse modo, que a linfocina



exerce seus efeitos ligando-se primeciro a residuos de fucose
da glicoproteina na superficie do macrofago. Todos os ensajos
que impediam a ativacao da linfocina sobre os receptores C3
dos macréfagos, impediam também a mobilidade do receptor (3
induzida pela linfocina. Estes resultados sugeriram aos in-
vestigadores que a linfocina se liga a uma glicoproteina que
contem fucose e que Se encontra na superficie do macrdéfago e
xercendo talvez,a funcgao de receptor linfocina especifico.
Eles concluem ainda que, para um receptor ser capaz de promo
ver fagocitose, ele deve se difundir dentro da membrana plas
matica do macrdfago (GRIFFIN § MULLINAX, 1981; GRIFFIN & MUL

LINAX, 1984).

_ 0Os estudos da fungdo fagocitaria em doenca
falciforme sdo ainda escassos. Em 1968, WINKELSTEIN § DRACHMAN
observaram que os PMN de criancas com doenga falciforme eram
indistinguiveis dos PMN das criangas negras sem hemoglobino-
patia de uma mesma comunidade. Com o mesmo intuito, JOHNSTON ,
NEWMAN § STRUTH {1973) estudaram a fungao fagocitaria dos PMN de pa-
cientes jovens (1-30 anos). Encontraram que os PMN dos doen-
tes fagocitavam de forma eficiente os pneumococos opsonizados
com quantidades m2ximas de anticorpo especifico na presenga

do soro fresco de pacientes ou de controles.

Mais recentemente, HERNANDEZ e col., 1983, de
monstraram que a fagocitose por PMN de pacientes com anemia
falciforme na fase estavel e em crise vaso-oclusiva, com

idades entre 10 ¢ 48 anos, apresentava uma taxa de ingestao



T

para ©Oleo de parafina incubado com soro AB normal, semelhan-
te a dos controles. Entretanto, isto nao ocoerreu quando as

partIculas foram incubadas com o soro de pacientes.

c¢) Destruicao da bactéria ou particula fagoci

tada

Apbs o englobamento completo ~da particula pe
lo fagdcito, granulos citoplasmaticos, entre @squais, os li-
sossomas, se fundem com o fagossoma ¢ liberam uma série de
enzimas (lactoferrina, lisozima, mieloperoxidase, hidrolases
égidas), que contribuem para a morte e digestao da bactéria ou

particula ingerida (SEGALL & SOOTHILL, i983).

No entanto, sdo os chamados mecanismos depen-
dentes de oxigénio que hoje sabidamente desempenham o papel
mais importante na atividade microbicida do fagdcito. Duran-
te o processo de fagocitose, pode-se observar um aumento a-
centuado, explosivo, do metabolismo dxidativo da ceélula, tra
duzido pelo aumento do consumo de oxigénio e glicose. Quando
o fagbdcito esta em repousoc, a utilizacgao da glicose se faz
sobretudo pela via de Embden-Meyerhoff, porém, apos a fagoci
tose, o consumo de glicose no "shunt" das hexoses-monofosfa-
to aumenta em cerca de 10 vezes, havendo formagao de NADPH
a partir de NADP. Ambos, NADPH e NADP, mais especialmente o
primeiro, podem ser fontes de equivalentes redutores para o
sistema oxidativo. Demonstra-se que o oxigénio & reduzido se

quencialmente a super-dxido (0.), perdxido de hidrogénio
'
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(1,0,) ¢ radicais hidroxilas (OH ), todos diretamente toxi-
ces para microorganismos. A mieloperoxidaée, tendo o HZOz
como substrato, pode oxidar halogénios como o cloro e o iodo,
tornando-os também tdxicos para o microorganismo fagocitado
(STEIGBIGEL, LAMBERT & REMONGTON,1974; JOHNSTON e col .,1975 ;
QUIE & MILLS, 1979; KLEIN, 198Zc; SEGALL & SOOTHILL,1983).

Comparados com 0S individuos normais, o pacien
te com anemia falciforme tem um nimero elevado de leucdcitos
circulantes, sendo consequéncia da mobilizacgdo dos neutrofi-
los marginais intravascular, de modo que o '"pool" de granuld
citos circulantes estd elevado as expensas do "pool' margi-
'

nal, porém sem qualquer elevagdo no "pool" de granulocitos

(BOGGS, HYDE § SRODES, 1973).

Entretanto, a atividade metabdlica dos poli-
morfonucleares, incluindo a reducao do NBT, o consumo de oxi
génio, a atividade do "shunt" da hexose monofosfato, a produ
cio de superdxido e a destruig@o intracelular bacteriana,tem
sido descritos como reduzidos em pacientes homozigotos S5 com
historia de infecgao recorrente (DIMITROV e col., 1972;WAJIMA,
1975; FALCAC, VOLTARELLI § BOTTURA, 1981), ou normal (STRAUSS,
e col., 1976) e elevada capacidade bactericida na fase esta-
vel da doenca (WAJIMA, 1975). A redugao da capacidade bacte
ricida nos pacientes com anemia faciforme foi semelhante ao
grupo de individuos esplenectomizados cirﬁrgicamente. Capaci
dade bactericida normal dos neutrofilos foi demonstrado em

pacientes S/8 (FALCAO, VOLTARELLI § BOTTURA, 1981) assim como



em individuos com anemia falciforme sem histéria de infecgao

recorvyrente {DIMITROV e col., 1972).

Parece, portanto, que o defeito na atividade
metabdlica dos PMN existe, especialmente, naqueles pacientes
com historia de infecgao repetida, ou relacionados apenas no
momento da infecc¢do. Entretanto, nao esta ainda estabelecido

se este defeito tem dependencia com a idade dos pacientes.

Verificam-se resultados muito variados quando
se estuda a atividade metabolica destas células, que se mos-
tra ora normal, ora deprimida, nos vdrios experimentos ja ci

tados.

0 estudo conduzido por HERNANDEZ e col., en
1§83, para avaliar varios aspectos da fagocitose, tails como,
taxas de ingestdo de particulas, de redugao do NBT e ativida
de fungicida de PMN de pacientes com anemia falciforme, de-
monstraram que fatores séricos estavam envolvidos na redugao
de todos estes parametros. Contudo, embora houvesse uma dimi
muicdo da taxa de redugao do NBT, mesmo na presenga de sS0ro
normal, a atividade fungicida reduzida, foil atribuida a um
defeito sérico, pelo fato desta funcfo ter sido normal quando a can-
dida foi opsonizada com sorc AB-normal. Durante as crises va
so-oclusivas, ndo foi observado nenhum defeitc destas fun-
gées.-CGncluem entdo que fatores séricos estao mais relacio-
nados com a elevada suscetibilidade as infecgbes em doencga

falciforme, do que anormalidades nos fagacitos (HERNANDEZ e



col., 1983) e que a crise vaso-oclusiva ndo predispoe os pa-
cientcs com doenca falciforme as infecgéés microbianas. Ista
obSC]Tﬁagﬁo ¢ consistente com o conceito c¢linico de que quan-
do a crise de dor ocorre junto com infeccdo, & a infecgédcum
precipita a crise através de um mecanismo pobremente defini-

do que promove o fenomeno de falcizag@o na microvasculatura.

ESTUDO DOS FAGGCITOS MONONUCLEARES
As células maduras do sistema de fagdcitos '

mononucleares sio os mondcitos, presentes principalmente no
sangue periférico, e os mac§éfagos, encontrados basicamente
em tecidos, como o figado (células de Kupffer), rim (cé&lulas
mesangiais), pulmao (machfégos alveolares), cérebro {célu-
las de microglia), osso (ostecclastos), baco e tecido conjun
tivo. Os macrdfagos sao considerados células mais diferencia
das e mais ativas que os monocitos, grande parte delas conser
va a capacidade migratéria, sendo as formas sésseis, também

chamadas de histidcitos (KLEIN, 1982a; KLEIN, 1982c).

0 espectro de fungdes atribuidas a estas célu
las tem se alargado progressivamente. Entre as fungces con=-

sideradas nao imunitarias, citam-se:

a) sintese de¢ varios componentes do  sistema
complemento (Cl, €4, C2, C3, C5, Fator B, Fator D, Properdi-

na, C3b inativador e F1H)



b) sintese de transferrina;

¢) sintese de fibronectina;

d) sintese de fatores da coagulagao;

e) sintese de interferons;

f) sintese de enzimas, entre as quais a liso-
zima, colagenases, elastases, convertase da angiotensina, hi
drolases écidasg |

g} ingestao de quilomicra;

h) eliminacdo de células lesadas ou mortas e
particulas estranhas, entre outras {TERRITO & CLINE, 1976 ;
CLINE e col., 1978; UCLA Conference, 1979; ZEMBALA, 1981;KLEIN,

1982a; KELLER, 1983; SEGALL & SOOTHILL, 1983).

Os fagOcitos mononucleares tém ainda importan
te participacdo tanto nos mecanismos aferentes como nos meca

nismos eferentes da resposta imune:

a) processamento e apresentagado de antigenos,
essenciais para a sintese de anticorpos e reagoes mediadas
por células T;

b) interacodes com linfdcitos, importantes na
expressao das reagOes imunes mediadas por células;

c¢) defesa contra microorganismos, principal-
mente parasitas intracelulares, obrigatdrios ou facultativos,

como o© Mycobacterium tuberculosis, Mycobacteriunleprae, proto

zoarios, atraves do processo de fagocitose;

d} envolvimento na imunidade antitumoral;



e¢) produgao de fatofcs com atividades quimio-
tdtica para necutrdfilos, ativadores de¢ linfécitos, interleu-
cina 1, entre outras fungoes {TERRITO & CLINE, 1976, CLINE
e col., 1978; UCLA Conference, 1979, ZEMBALA, 1981; XLEIN ,

1982a; KELLER, 1983; SEGALL & SOOTHILL, 1983).

Na doenga falciforme, os estudos funcionais so
bre este sistema celular sao ainda restritos e pouco conclu-
sivos, devido ao desenvolvimento recente de metodologia para
este tipo de estudo e devido ainda & limitacdo na obtencdo
de material, j& que os mondcitos constituem 2 a 8% do ''pool™
de leucdcitos circulantes e os macr6fago$, sao praticamente

inacessiveis.

Ha alguma evidencia de que a hemOlise cronica
em pacientes com doenga falciforme interfere com a capacida-
de dos macrofagos de tecidos fagocitarem e destruirem efeti-
vamente a bactéria e que iste pode resultar em uma elevada
frequéncia de infecgoes (GOLDE, 1975, STOSSEL, 1977). Nao se
sabe ainda se fatores semelhantes afetam os fagbcitos mononu

cleares circulantes.

MAHONEY & FERNBACH, em 1983, estudaram varias
funcdes do mondécito em 18 criangas com doenca falciforme,sem
histbria de infecc¢do recorrente. 0 grupo se constituia de
10 pacientes 35S, 6 SC e 2 S/ talassemia. Eles demonstraram
que nas condigoes experimentals testadas, a quimiotaxia, a

fagocitose de Candida albicans e Candida psecudotropicalis |




a atividade fungicida, e, bactericida para S.aureus, assim

como aderéncia ¢ espalhamento foram semelhantes aos resulta-

dos obtidos em adultos normals.
ESTUDOS DA FUNCAQ DOS LIKFGCITOS EM BOERCA FALCIFORME

A anilise de subpopulacgdes de linfocitos T
circulantes (ADES, HINSON & MORGAN,1980) em 20 pacientes com
aoenga falciforme (10 criancas e 10 adultes), mostraram que
todos tinham pelo menos 50% menos células T do que os con;
troles. Em 70% dos casos, estes pacientes possuilam porcenta-
gens elevadas de células T supressoras. Os autores sugerem '
que estes resultados preliminares podem ser um mecanismo im-~
portante para explicar as infecgoes na doenca falciforme,as-

sociado as desordens imunolfgicas previamente descritas ¢ a

hipofungdo esplenica.

Outros estudos realizados por HERNANDEZ e col.,
em 1980, em 20 pacientes com anemia falciforme, demonstraram
que mnio havia diferenga significativa entre pacientes e con-
troles na porcentagem média de roseta E e no seu ntmero abso
iuto. EBntretantoe, a caﬁacidade proliferativa dos linfocitos T,
seguindo a estimulagac pela fitqhemaglutinina (PHA), estava
reduzida em 50% e alguns dos pacientes mostravamn anergia cu
tanea. Eles sugerem que comprometimento da imunidade mediada
por célula & outro fator a ser incluido entre os defeitos nos

mecanismos de defesa do hospedeiro com anemia falciforme.
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HENDRIKS ¢ col., 1984, estudaram em 22 pacien
tes com ancmia falciforme e 25 individuos normais, subpopula
¢oes de ¢élulas mononucleares ¢ a capacidade proliferativa de
linfdcitos seguindo a estimulacgio com fitohemaglutinina (PHA)
e concanavalina A (Con.A). Eles concluiram, a partir da pes-
quisa, que o nimerc total de linfécitos em sangue periférico
foi bem maior em pacientes, o niamero de linfocitos B, detec-
tados por imunofluorescencia de membrana foi normal e de lin
fécitos T identificados por roseta com eritrdcitos de carnei
ro foi discretamente reduzido nos pacientes. Expressos em ni
mero abscluto, ambos T e B estavam elevados. A proliferagao
de linfdcitos medida pela incorporacao de timidina marcada
seguindo a estimulagdo com PHA e Con.A foi normal. Apds a es
timulacdo com o mitdgeno'Pokeweed" (PWM), a incerporagdo da
timidina foi significativamenté aumentada nos pacientes embo
ra normal, quando expresso, como um index de estimulagio. O
namero de mondcitos circulantes foi elevado nos pacientes e
inversamente correlacionado com o nimerc de reticuldcitos.Es
tes resultados.sugerem que a imunidade mediada por célula
nio mostra um defeito maior em pacientes com anemia falcifor

me (HENDRIKS e col., 1984).
ASPLENTA FUNCIONAL
Entre os diversos fatores de defesa estudados

para elucidar as causas da elevada morbidade e mortalidade por

infeccdo em criangas com deenca falciforme, a fung@o espléni-



ca tem rcecebido maior atengio e os resultados do conjunto das

investigacgoes tem se revelado mais consistente.

0 bago € o Orgdo 1linfdide secundario que mais
precocemente se desenvolve. No inicio da vida exerce um pa-
pel fundamental nao somente como sTtio de fagocitose e  des-
truicdo de bactérias e células lesadas, mas também & um im-
portante local de produgao de anticorpos (KITCHENS, 1979
MILLER, 1980). Ao nascimento, quando os linfonodos e o teci-
do linféide associado as mucosas ainda sado hipodesenvolvidos,
o papel imunitario do bago & fundamental, passando progres-
sivamente a ser compartilhado com o0s outros 6rgdos linfoides
secunddrics, a medida em que estes se desenvolvem. Dail as

consequeéencias graves que podem advir de uma esplenectomia pa

ra a crianca de baixa idade.

Peles 6 meses de idade, a maioria das criangas
com anemia falciforme tem um aumento do bago a palpagidao. Pro
gressivamente, deixa de ser palpavel, sendo reduzido a um re
manescente fibro-sideroso em consequencia dos eﬁisédios repe
titivos de vasoc-oclusao e infartos, um fenomeno denominado '
auto-esplenectomia (DIGGS, 1973 . O'BRIEN e col., 1976;
ZAGO § BOTTURA, 1983).

PEARSON, SPENCER § CORNELIUS,em 1969, motiva-
dos pelos achados de corplUsculos de Howell-Jolly e grianulos
contendo ferro (siderdcitos) em preparagoes do sangue peri-

ferico de criangas com anemia falciforme, estimaram a funcio




- 47 -

esplénica desses pacientes pela infusfio intravenosa de parti

gngc‘ Em 11 das 12

culas de coldide sulflfGrico marcadas pelo
criancas estudadas ndo fol detectado nenhuma captagao pelo
baco das particulas de coldide marcadas. No grupo controle ,
constituide por criangas heterczigotas para HbS, hemoglobino
patias SC e 8/8 e criangas normals, a concentracado esplénica
do coldide sulflrico foi facilmente demonstrada. Criaram en-
tio o termo asplenia funcional, e a definiram como um defei-

to da atividade reticuloendotelial do bago, aumentado a pal

pacac {PEARSON, SPENCER § CORNELIUS, 1969).

A funcdo esplénica foi restaurada pela trans-
fusao de hemdcias normais em 5 criancgas com bago aumentado .
Trés criancas, cujos bacos foram julgados como atroficos per
maneceram funcionalmente asplénicos apdés transfusodes de he-
micias. (PEARSON e col., 1970). Estes estudos documentam que
a funcio do baco & reversivel pela transfusdo de hemacias nor
mais, em quantidades suficientes para reduzir pela metade ©
nimero de células irreversivelmente falcizadas. Contudo, es
ta reversibilidade & gradualmente perdida, demonstrando a in
competéncia do bago como filtro biolégico para particulas do
tamanho do coldide sulfuricoe, 1 micra. Entretanto, nenhuma
crianca, das 8 estudadas, restabeleceu a func@o esplenica apds
transfusio de plasma. A correclo da funcio esplenica pela in-
fusdo de eritrdcitos normais, sugere que o fenomeno de falci
zacao de alguma forma interfere como o fluxo sanguineo, atra
vés dos sinusodides da polpa esplénica revestidos por macrofa

goOS.
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A perda da func¢fo reticuloendotelial do bago
nestes pacﬁentes, deve resultar da Sobreéarga dos sinusodides
esplénicos com ccélulas falcizadas ¢ subsequentes infartos. O
fluxo sanguineo torna-se lento, e o ambiente relativamente a-
néxico e acidoético éstimula a falcizagao intrevascular. 0 au-
mento da viscosidade sanguinea e a falta de plasticidade das
células falcizadas. necessarias para transitar no leito reticu
lar dos sinusoides eSplénicos, obstruem ¢ fluxo sanguineo a0
nivel pré-sinusoidal. Como resultado, o sangue arterial & des
viado para neo-formagoes arteriovenosas intraesplénicos e
desta maneira, dos macrofages que revestem 0s sinusoides da

polpa esplénica (PEARSON e col., 1970).

ﬁurante 0s primeiros meses de vida, o bago. na
crianca com doenga falciforme, tem tamanho e fungao normal.Ad
quirida entre os 6 meses e 3 ou 4 anos de vida, a asplenia
funcional ocorre quando o nivel de hemoglobina fetal cai abal
xo de 20%. E muito provavel que a ocorréncia de asplenia fun-
cional, assinalada pelo aparecimento de um baco palpével, cor
pﬁsculos de Howell-Jolly nos eritrocitos, "Pits'" ou crateras
na superficie da membrana dos eritrdcitos, demonstraveis pela
microscopia de contraste de interferencia (Nomarski optics) e
captacio isotdpica anormal do bago, marquem o inicio do perio
do de maior risco para infecgao bacteriana severa (PEARSON,
SPENCER G'CORNELIUS, 1969; PEARSON e col., 1970; O'BRIEN e

col., 1976}).

Recentemente, um método ndo invasivo, nao iso-




topico, foi introduzido para avaliagio da fungao esplenica
pelo exame de hemdcias circulantes, usando microscéplo de
interferéncia em contraste de fase (KAYDEN § BESSIS, 1970).Com
esta técnica pode ser mostrado que cerca de 20% das hemacias
de pessoas asplénicas contém um ou mals "pits', enquante me-
nos de 1% das hemdcias de individuos normais contem estes

"nits' (HOLROYDE, OSKY & GARDNER, 1969}.

Em 1979, PEARSON e col., avaliaram a fungao es
plénica de criangas e adolescentes com anemia falciforme e,in
diretamente, estudaram a capacidade de fagocitose por parte do
sistema reticuloendotelial (SRE) deste oOrgao. Observaram, por
microscopia de interferéncia em contraste de fase, a superfi-
cie de eritrocitos circulantes, quanto a presenca de ''pits'’ou
crateras e encontraram umna poréeﬁtagem significativamente maior .
de células com depressoes em membranas entre os pacientes com
niveis de HbF inferior a 20%, guardando portanto uma relacao
inversa. Nas criancas entre 3 meses e 12 meses de vida, o ni-
mero destas células aumentava 7o decorrer do tempo ( de 5% pas
sava para 10%), e entre 6 e 11 anos de vida havia pouca flu-~
tuacdo no seu numero . Entre os paclentes com gendotipoes AS,
S/B e PHUDBF a percentagem de ''pits’ estava proximo ou dentro
da variacdo normal, enquanto nos paclentes com genotipo SC,o0s
valores estavam acima do normal, porém mais baixos do que o0s
encontrados em criancas com genétipo SS, de mesma idade.Estes
dados falam a favor de um tempo de depuragdo de hemidcias lesa

das mais prolongado entre criangas com genotipo S5 a partir




dos 5 meses de vida ou com inicio mais tardio aos 36 meses de
vida (média 13 mescs) como foi claramente demonstrado por
O‘BRIﬁN e col., 1976, quando seguiram a fungdo esplenica de
20 recém-nascidos com genGtipo SS. Estes resultados refletem

uma hipofungao do SRE, a nivel do bago.

0s resultados de ROGERS, SERJEANT & SERJEANT,

(19823 em 130 criangas com anemia falciforme entre 0 e 4 ancs

de vida, demonstram uma contagen média elevada de "pits™ re-
lacionadas diretamente com a idade. A contagem . seriada de
"pits' foi igual ou maior de 10% em 23% das criangas com 01

ano de idade, em 42% das-crianQas com 2 anos e 52% nas crian
cas com 3 anos, sendo que na idade de 51 meses a média foi
17.5% comparado com uma média de 18.1% em pacientes esplenec-
tomizados. Tedas as infecgles severas ccorreram naquelas crian-
cas cuja contagem aumentou aos 12 meses de idade. A explicagao
proposta por eles & que se a fungdo esplénica ¢ reduzida an-
tes do primeiro contacto com o germe invasor, a falha de res-
posta em antiﬁorpo dependente do. bago poéa resultar em uma de
puragao muito deficiente do microorganismo pelo figado. Contu
do, se j4 existem anticorpos por um contacto prévio com ¢ mi-
croorganismo ou, resultante de imunizagao ativa ou passiva, O
microorganismo pede ser rapidamente eliﬁinado da circulagao pe
10.£igado, mesmo na ausencia de um bacgo funcionante. Para es-
ta exnlicacao os autores se basearam nos trabalhos de SHULKIND,

BLELIS § SMITH, (1967).

0s resultados de CASPER e col., 1876; KIM e




1
L
st

H

col., 1980; ZAGCO & BOTTURA, 1983, confirmam as conclusoes an-
teriores de PEARSON e col., 1979, utilizando metodoliogia se-

melhante.

0 risco de infeccgdo imposto pela hemoglobina §
faz lembrar aquele associado ao estado asplénico. Ambos, doen
ca falciforme ¢ asplenia compartilham um risco elevado de in-

feccao grave por S.pneumoniae, H.influenzae e meningococos,em

criancgas abaixo de 3 ou 4 anos de vida.

BALFANZ e col., 1975, relata que a mortalidade
por infeccdo fulminante pods-esplenectomia varia de 50% - 80%.
Em mais de 50% dos casos, o organismo responsavel foi o 5.

pneumoniae.0s outros patdgenos importantes sao H.influenzae,

N.meningitidis, Staphylococcus aureus, streptococos e pseudo-

monas. Os bacilos entéricos sao raramente envelvidos embora
as infecgbes com E.coli sejam descritas. Portanto ambos de-
senvolvem o mesmo comportamento clinico frente a uma infecgao

bacteriana.

Considerando que o baco constitui cerca de 25%
da massa linfdide total do corpo, as consequéncias da asple-
nia sao determinadas peia extensao, na qual o tecido reticulg
endotelial extra-esplénico assume a funcdo esplenica (LIKHITE ,

1977} .

Em coelhos, com anticorpos pré-formados para
antigenos do pneumococo, 08 paeumococos marcados com ¥2° 1 fo-

ram efetivamente eliminados pelo {figado. Em coelhos nao imuni




zados, os pneumococos oriundos do éangue sao eliminades scle
tivamente pelo baco (SCHULKIND, ELLIS § SMITH, 1967). Disto
resulta que a fagocitbse cficiente dos pneumococos e outros
organismos encapsulados ¢ dependente da opsonizagido preliminar
com anticorpos especificos e a Gltima observacgio faz isugerir
que © bago gera a sintese inicial de anticorpos em animais ex
postos pela primeira vez ao pneumococo. As capsulas polissaca

ridicas recobrindo os pneumococos, meningococos e H.influenzac

impedem a sua fagocitose (FULGINITI & SIEBER, 1980).

A circulacao do bago, proporciona um contacto

intimo entre os antigenos oriundos do sangue com uma grande

massa de tecido imunologicamente competente, 0 gue o©O torna
idealmente adequado para efeito rapido local da resposta imu-
ne. Em concordidncia com esta proposta de atividade imunoldgi-
ca do bago, estd a observacdo de que individuos esplenectomi-
zados demonstram pouca ou nenhuma resposta humoral para anti-
geno particulado administrade por via intravenosa, enquanto
que seguindo a administracgdc subcutinea de antigeno soltvel

estas respostas 30 normais (ROWLEY, 1950},

Analisadas em conjunto, estas evidencias expe-
rimentais falam a favor de que existe uma relagao temporal
muito consistente da asplenia funcional da crianga com doen-~
ca falciforme e suscetibilidade as infecgoes seletivas por
bactérias encapsuladas, dado o seu papel central na expres-

sio da resposta imune para estas bactérias.




TUEFTS INA EM DOENCA FALCIFORME

Acredita-se que o bago esta ativamente envol-
vido mna sintese e liberagdo de um tetrapeptideo (Thr-lys-Pro
Arg) chamado tuftsiﬂa, que age diretamente sobre os fagocitos
(CONE?TANTOPQULOS, NAJJAR & SMITH, 1972). A deficiéncia de
tuftsina tem sido demonstrada em pacientes esplencctomizados
(CONSTANTOPOULOS e col., 1973) e em pacientes com doenga fal
ciforme (SPIRER e col., 1980), cujos resultados sao CORcor-
dantes com os de NAJJAR, {(1975) e em pacientes com infecgoes
severas {(NAJJAR, 1975 e 1978). Estes estudos, propoen que
a deficiéncia de tuftsina compromete a fungao fagocitaria dos
polimorfonucleares e macréfégos e Nnos pacientes com doenga
falciforme contribui para a maior suscetibilidade as infec-

coes graves.
OBJETIVOS

A.crianga com doenga falciformé apresenta ele
vada morbidade e mortalidade por infecgoes bacterianas espe-
cificas, cujo inicio é marcado pelo aparecimento de hipofun
cao do sistema reticuloendotelial a nivel do bago na faixa
etadria de 6 meses a 4 anos. Nesta idade, a criancga vive uma
fase de grande importdncia para o desenvolvimento da respos-
ta imune humoral e suas interacdes celulares, tendo a fungao
sérica opsonica relevante papel na defesa contra microorga-

nismos encapsulados. Este perliodo de vida da criancga com




doenca falciforme, pode coincidir também, com a hipogamaglo-
bulinemia transitoria (dos 3 mescs aos 7 meses) e ainda con
um hipodesenvolvimento dos outres Orgdos 1linféides secunda-
rios . Paradoxalmente, a maioria destas criangas expressam '
boa rTesposta para a vacina dodecavalente preparada com polis
sacarideos de serotipos especificos do pneumococo. Conseqﬁeg
temente, a interferencia dessa doenga no amadurecimento pro-
gressivo do sistema imune poderia se refletir principalmente
ha fungée fagocitdria, uma vez que a participac¢@o dos fagoci
tos & de grande importancia tanto nos mecanismos aferentes
como efercentes da resposta imune. Considerados estes aspec-
tos e os resultados escassos e conflitantes do ponto de vis-
ta imunoldgico, encontrados na literatura, foi desenvolvido o
presente trabalho com o objetivo de verificar se ha ou nao
alteraciao da funcao fageocitaria em criangas com doenga falci

forme. 0s estudes envolvem os seguintes aspectos:

i- Estudo da atividade quimiotdtica dos mond-

citos periféricos.

2- Estudo da atividade quimictatica dos poli-

morfonucleares periféricos.

3- Estudo do index fagocitério e da capacida-
de fagocitaria dos mondcitos periféricos para

a) eritrécitos.de carneiro previamente incuba
dos com anticorpos de coelho anti-eritrocito de carneiro de
classe IgG, para detectar a presenga de receptores para Fc

da TgG;
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b) particulas de zimosan previamente incuba-
das com soro humano fresco, para investigar a presenga de re

ceptores para C3.

4- Estudo da funcdo esplenica através da con-

tagem de "Pits", em hemacias.
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1. SELECAO DE PACIENTES

0 grupo de pacientes foi constituido de 37
criancas com doenga falciforme, das quais 27 possuiam o geno
tipo SS, 5 S$/RY talassemia, 2 S/RY talassemia e 3 SC. O gru-
po de doentes S5, 18 do sexo feminino e 9 masculino, encontra
va-se na faixa etiria entre la 3m até 13 anos. 0 grupo S/B°
talassemia, 4 do sexo feminino e 1 masculino, com idades en-
tre 4 e 8 anos de vida. O grupo 8/84} 1 de cada sexo, com
idades de 6 e 4 anos e o grupe SC constituido por 2 individuos
do sexo feminino e 1 masculino, com idades de 7, 9 ¢ 3 anos

respectivamente.

Estas criancas sao acompanhadas pelo setor de
Hematologia Infantil do Departamento de Pediatria - FCM UNICAMP,

desde a época em que foi diagnosticada a doenga falciforme.

Selecionaram-se pacientes na fase estavel da
doenca e que nzo houvessem recebide transfusido no periodo de

2 meses precedentes ao estudo.

Todos os pacientes e seus familiares recebe-
ram explicacoes verbais sobre a natureza e objetivos da pes-

quisa.

1.1 EXAMES COMPLEMENTARES REALIZADOS
Todos os exames foram vrealizados no labora
tério de Hematologia do Departamento de Patologia C13i

nica da Faculdade De Ciéncias Mé&dicas - UNICAMP. O diagnés-




tico de S/4° -talassemia foi confirmado pelos valores hematime-
tricos, eletroforese de hemoglobina em gel de amido com tam-
pdo Tris-EDTA-Borato pH.8,9 (DACIE, LEWIS& WHITE, 1975), e
em gel de agar com tampao citrato pll.0,1, ¢ em todos 0SS Casos,
estudo familiar, pela deteccao de um gen B talassémico em um
dos progenitores.

O nimero de eritrdcitos, a concentragao de he-
moglobina e o hematdcrito,foram determinados em um contador
automatico (COUNTER COULTER modelo SSn). O volume corpuscular
médio (VCM) e hemoglobina corpuscular meédia (HCM) K6 calculados

a partir destes dados.

A presencga de hemoglobina S foil confirmada pe-
la determinacido da solubilidade em tampao fosfato 2.49 mol /1
coﬁtendo ditionito (ZAGO, COSTA § BOTTURA, 198Z) e peia pro-

va de falcizacdo positiva (DACIE, LEWIS & WHITE, 1975).

A determinacao de hemoglobina A, foil realizada
por eluigdo de hemoglobinas apds eletroforese em fitas de ace

tato de celulose (WEATHERALL § CLEGG, 1972).

A hemoglobina fetal foi medida pelo método da

desnaturacgao alcalina (PEMBREY, MAC WADE § WEATHERALL, 1972).

O0s reticuldcitos foram calculados pelo método
convencional com szul brilhante de cresil (DACIE, LIEWIS G&GWHITE,
1975).

0 diagndstico de dupla heterozigoze para hemo-
globina S e C foi estabelecido, pela demonstracdo das duas he

moglobinas, por eletrolise de hemolisado e pela auséncia de ou




tras hemoglobinas.

Nos quadros 1 ¢ 2 estdo relaclonados dados la-
boratoriais destes grupos de pacientes. A eletroforese em gel
de amido ¢ em gel de dgar revelou nos grupos de paciente conm
S talasscmia e anemia falciforme, a presencga predominante de
hemoglobina §,acompanhada de pequenas quantidades de hemoglo-

bina fetal (HbF) e hemoglobina AZ (HbAZ).

2. SELECAO DO GRUPO CONTROLE

0 grupo controle foi constituido de 67 crian-
cas, selecionadas, clinicamente sadias, pareadas por idade e
sexo ao grupo de pacientes, das quais foram colhidos 15 ml de

sangue de veia periférica.

Antes da colheita do material, realizou-se um
breve interrogatdério clinico sobre antecedentes patoldgicos
pessoails, especialmente sobre infecgao , ekame fisico geral e
foi dada explicagéo'B familia sobre os objetivos da pesquisa

e solicitada sua permissao.

3. MATERIAL DE LABORATORIO

_ Anticorpo de Coelho de tipo 7S anti-eritroci
to de carneiro (Instituto Adelfo Lutz, Sp, Brasil - Lote 410.
Titulo Kolmer 1:10.000; T.Kolmer modificado 1:10.000 (1U). Ti.

tulo aglutinante para hemacias de carneiro 1:160; Titulo cor-
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QUADRO 1 - Caracteristicas hematologicas dos pacientes homozi

poticos com Hemoglobinopatia SS.

PACIENTE IDADE  SEXO 1§is GV HTc¢ VM HCM HbF E*Ebf\z

g/dl qol?h 4 ) o S :
01 GR  5a M 7.8 2,20 0,23 103 354 5,7 2,6
02 VSP 6a M 7.8 2,54 0,24 96 30,8 1,3 2,4
03 SAO 6a F 6.3 1,95 0,20 104 32,3 2,5 2,3
07 JAM lla F 89 2,8 0,25 8 32,3 9,1 2,3
08 MAP 13a F 7.4 2,61 0,9 71 28,2 2,0 2,6
09 RCS 1la F 8.3 2,55 0,23 91 32,9 8,6 2,3
10 CRL  la3m F 58 2,0 0,16 8 29 8,2 1,9
11 RAS 13a F 86 2,70 0,26 98 32 7,5 1,5
12 W ladm F 10,4 3,27 0,32 99 32 18,7 1.6
13 JFS  3a F 8,2 2,64 0,26 99 30,7 12,3 2,3
14 GCS 6a F 81 2,9 0,26 9 27,7 7,6 2,1
15 JCS  Sa F 7.8 3,20 0,235 73 24,4 2,4 2.2
16 RAM  6a%m M 9.2 3,13 0,26 8L 29,2 4,7 3,0
17 FAM  Sa F 10,8 4,05 0,32 79 26,6 11,7 1,7
18 MCC 1la E 7.9 28 0,24 8L 26,4 159 2.5
19 LEA 4a F 10,1 3,00 0,31 101 32,7 20,2 . 1,9
20 CAD Ta M 8,4 3,58 0,25 69 24 1,5 2,7
23 0AS 1la ‘M 8.2 2,56 0,24 95 33,1 83 2,2
21 pes T F 6,2 2,17 0,19 01 31,6 3,2 2,0
25 ACS  da M 7.6 3,50 0,23 67 23,1 5,6 2,4
27 CAM 4da M 9,7 3,45 0,27 77 36,7 2,7 2.8
29 1PS Ta F 7,9 2,335 0,24 103 33 9,2 2,3
32 VgL Oa F 6.3 2,14 0,19 91 . 33 3,1 1.8
335 FAC  Salom F 7,3 2,44 0,21 90 33 5.4 2,0
34 FAC 2a’m M 8.1 3,20 0,23 76 27,6 5,7 2,8
35 JPS 3a F 6.8 2,34 0,21 95 32,2 8,2 2,4

3 Cps  10a M 8,3 2,97 0,24 g6 30,8 10,1 2,7
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com

o

dupla heterozigoze para hemoglobinopatia S, 8 .

+

p

e C .

PACIENTE IDADE  SEXO

VCM

HCM

HbF

b GV HTc HbA,

g/dl 412y % D % %
S750 TALASSEMIA

04 SCL  -6a F 7.0 3,25 0,24 72 22,1 3,9 4,25

06 ARC ~ 6a 3 9.5 4.05 0,29 71 23,3 1,5 3,7

26 APR . 4a F 7,7 3,27 0,23 70 24,2 12,4 3.6

28 ECV  1la F 10,1 4,19 0,27 65 24,6 6,7 3.6

31 DSC 8a M 9,1 4,63 0,29 62 19,2 2,75 3,7
S/f+ TATAGGEMIA

21 RPS 6a F 10,3 5,15 0,31 60 20,4 18 5.1

22 RPS da M 9.4 5,0 0,28 56 18.5 2,3 4,0
S T OB TNOPATTA

30 1JS 9%a M 9.7 3,68 0,31 85 257 0,35 -

37 CCS 3a 0 9.5 4,15 0,27 67 25.2 3,1 -

38" VCS 7a F  10.5 4,09 0,30 76 28,1 1.7 -




respondente a 50% de hemdlise 1:2000).

- Balsamo Sintetico do Canadg'(Riedel de Hadn
Ag. Seelze, Hannover, Alemanha.

- Butancl (Merck S.A.Indastrias Quimicas, RJ,
Brasil) . |

- Camaras de quimiotaxia tipo Boyden modifica-
das (executadas em lucite no laboratorio de desenvolvimento e
aplicacao de laser. Departamento dé estado solido. Inmstituto
de Fisica Gleb Wataghin - UNICAMP) por especial atengao do
Professor Dr. Jorge Humberto Nicola.

- Corante de Leishman (E.Merck, Darmstadt).

- Endotoxina bacteriana {(Lipopolissacarideo B,
E.coli 0.26B.6, preparado no léboratério do Departamento de
Imunologia e Microbiologia. Instituto de Biclogia UNICAMP.

- Fosina (eosin gelblich - 1345 CINr 45-380
SNr 881).

- Eritrocitos de carneiro (obtidos de animais
do Departaménto de Imunologia e Microbiologia Instituto de Bio
logia - UNICAMP, e conservados a 4°C em solugac de Alsever
estéril).

- Etanol absoluto (Merck S.A., IndGstrias Qui-
micas, RJ, Brasil).

- Gradiente de Ficoll - Hypaque com densidade
1076 (Ficoll 400 - Pharmacia Fine Chemical, Uppsala, Suécia ;
Hypaque Products Inc., New York, EUA).

- HBSS - Solucio salina balanceada de Hanks

{preparada no iaboratério do Departamento de Imunclogia e Mi-
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crobiclogia -~ UNICAMP).

- Hematoxilina de Harris (Sigma Chemical Co.,
Saint Louis, EUA).

- Heparina (Liquemine ~ 5.000 UI/ml - Roche
Produtos Quimicos e Fafmacéuticos S.A., RJ, Brasil).

| - Membranas de filtro Millipore - SSWP (poros

de 3 u) e SCPW (poros.de 8 u), SP, Brasil.

- Metanol (J.T. Bakér, Richardson Merrel/Moura
Brasil S.A., SP, Brasil).

- Siliconizacdo de vidraria: Polidimetilsiloxa
ne 3607350 CS fluido de silicone (Dow Corning do Brasil Ltda}.

- Tubos de Leighton (Vidrolabor - Indistria e
Comércio de vidros. de Laboratéfio Ltda., SP, Brasil).

- Xilol (Merk S.A., IndGstrias Quimicas, RJ ,
Brasil) .

- Zimosan, preparado a partir de fermento Fleis
chman - fermento fresco de pdo, no laboratdrio do Departamen-
to de Imunoiogia e Microbiologia - Instituto de Biologia-

UNICAMP .

&, TECNICAS LABORATCRIAIS
4.1 - PREPARO DO LIPOPOLISSACARIDEO nE  E.COLI
(026:B6)

A obtencdo do lipopolissacarideo extraido de

E. Coli (026:B86) realizou-se,seguindo-se¢ a tecnica de extra-
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¢io pelo fenol,descrita por WHSTPHAL ¢ col. (19065).

Na preparagido deste antigeno, utilizou-se uma
cepa lisa de E.coli (026:B6) .cultivada a 37°C em um fermenta-
dor ( Microfirm Fermentor, New Brunswich Scientific Co., Ing
Edison, NI, USA), durante 24 horas. O volume de suspensao bac-
teriana ,coletado do fermentador foi centrifugado a 10000 RPM
por 15 minutos e lavado trés vezes em agua destilada e o pre-
cipitado liofilizado. De cada 10 litros de cultura,obtiveram-se

5,2g de pb. seco.

Obtiveram-se 10g de bactéria em po.que foram sus-
pensas em 160 ml de dgua destilada a 65°C e acrescentado a
265 m1 de fenol 75% a 90°C. Apds resfriamento até 5°C, o mate
rial foi centrifugédo a 4000 RPM _durante 30 minutos. Em seguil
da, a fase aquosa foi decantada e a fase fendlica novamente
tratada com 160 ml de dgua a 68°C, resfriada a 5°C e centrifu

gada a 4000 RPM por 30 minutos.

As duas fases aquosas foram dialisadas contra
agua destilada, concentradas até 10 ml em seguida, centrifuga
das para remocdo do material insollvel. Apds a centrifugacao,
procedecu~se a precipitagao com 6 volumes de alcool etil ou
acetona misturada com um pequeno volume de solucdo alcedlica
saturada com acetato de sddio (lg de acetato de sodio se dis-
solve em 19 ml de alcool). Em seguida o material foi centrifg
gado a 10.000 RPM por 30 minutos e o sediménto, lavado com al
cool e acetona e séco no vacuo. Este procedimento foi repeti

do trés vezes, para eliminar o acido nucleico.



A dosagem de polissacarides foi realizada pelo
método de DUBOIS e col., (1956) e a dosagem de proteinas pelo
método de LOWRY e col., (1951). O rendimento foi de 14%, is-

to &, de 5,2g de bactéria obteve-se 0,730g de lipopolissacari

deo. 0 teor de proteinas nesta preparacao foi de 10.3 ng/1.

A analise da atividade bioldgica desta preparg
¢do foi comparada a de uma preparagao de endotoxina bacteria-
na de E.Coli 0.26:B.6, Difco Laboratories, Detroit, EUA, atra
vés da sua incupbacio em variadas concentragdes, COm SOro nor-
mal, no teste "in vitro", da geragao de fatores quimioatraen-

tes para fagocitos.

4.2 - PREPARO DO ZIMOSAN

Preparado a partir do fermento Fleischman -fer
mento fresco de pdo, seguindo-se a técnica descrita por PILLEMER
e col.{(1956). 250g de fermento Fleischman foram dissolvidas em
100 ml de salina 0.15M, pH7,15 e aéueciéo em banho-maria fer-
vente durante 15 minutos, com agitagao continua. Apos resfria
mento, a suspensao foi lavada trés vezes com 100 ml de aceto-
na. 0 material foi colocado em ﬁm dessecador a vacuo por uma
noite. Em seguida, pesado e tratado com HCI 0,02N por 30 minu
tos a 759C, usando-se 10 ml da solugao para lg do material.
Esta mistura foi centrifugada e o sedimento lavado tres vezes
com agua destilada, duas vezes com alcool a 96% e uma vez con
etanol .absoluto. Apds estes procedimentos, colocado em desseca

dor a vacuo e apos 1 noite, pesado.
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Todas as lavagens foram realizadas a 4°C a
2000 RPM, durante 15 minuﬁos, com a finalidade de rcemover 035
carboidratos solliveis e as gorduras.

A amostra inicial de 250g de fermento fresco

rendeu 58g de Zimosan.

Para uso, a suspensiao de Zimosan fol preparada
a partir de 300 mg destc material em 20ml de salina 0,15M e aque-
cida em banho-maria fervente por 1 hora, com agitagao manual

continua.

Apés centrifugar a 3000 RPM por 30 minutos, a
49.C o precipitado foi resuspenso em salina 0,15 M e autocla-
vado a 120°C durante 1 hora. Suspensces contendo 1 X 107 par-

ticulas por ml foram armazenadas de modo esteril a 4°C.

4.3 - PREPARO DE HBGSS

Preparada a partir da solugiao estoque 10 ve-
zes concentrada (OLIVEIRA LIMA § DfAS DA SILVA, 1970} de acorx
do com a formula abaixo e esterilizada por filtragao em mem-

‘brana de millipore.

Solugao A: NaCl 80g

KC1 dg

CaCl, 1,4g

Z

MgSO,7H,0 2,g

4°°°2
Agua Destilada 400 nl




Solugao B: NaZHPO412HZG B 1,52g
KH2P04 0,6g
Glicose 10g

Vermelho fenol 1% 16 ml

Agua Destilada 460 ml

As solugoes A ¢ B foram misturadas sob agitagao
e o volume completado para 1 litro. Para uso, esta solucgdo foi
diluida 1:10 em agua destilada e tamponada pela adigao de 1,25%

de solugac de NaHCO, a 2,8% e armazenada de modo estéril a

3
-20°C.

4.4 - GRADIENTE DE FICOLL - HYPAQUE

36,4 ¢ de Ficoli (Ficoll 400 - Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Suécia) em 480 ml de dgua destilada, foi
misturado com 120 ml de hypaque 50% (Hypaque Winthrop Products
Inc New Your, USA). A densidade especifiéa deste gradiente &
de 1076 g/ml. Para esterilizagao, utilizou-se o vapor fluente
a 120°C,durante 30 minutos,e armazenado de forma estéril en

aliquotas de 8 ml a 4°C, protegido da luz.

4.5 - OBTENCAO DE LEUCOCITOS MONONUCLEARES

0 sangue, imediatamente apOs coleta asséptica
com heparina {aproximadamente 100 U de hepérina por ml de san
gue), foi deixado sedimentar em temperatura ambiente por 1 ho
ra. O plasma rico em leucdcitos, juntamente com a porgao supe

fe]

rior da coluna de hemacias, foram centrifugados por 10 min =z
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200 x g e o botao, em seguida, suspeﬁso em 2 ml de solugao sa
lina balanceada de Hanks. Esta suspensao foi colocada sobre
um gradiente de Ficoll-Hypaque com densidade de 1.076 e cen-
trifugada a 250 x g por 30 min (para separacao de leucécitos
mononucleares e polimorfonucleares). Os leucOcitos mononuclea
res foram cuidadosamente removidos do gradiente e lavados tres
vezes com solugao de Hanks, sempre aquecida a 37°C. Em segul
da,foram suspensos em solugao de Hanks e ajustada a concentra
géé para 2 X 10° células/ml. Vinte a 40% destas células eram

mondcitos. Tendo-se observado 2 a 3% de contaminagao com poli

morfonucleares.

4.6 - OBTENCAO DE LEUCOCTTOS POLIMORFONUCIEARES
0 sangue, colhido do mesmo modo como no item
4.5, foi deixado sedimentar em temperatura ambiente, por 1 ho
ra. O plasma rico em leucScitos, plaquetas e poucos eritrdci-
tos foi transferido para um tubo de vidro 100 x 12 mm e centri
fugado a 200 x g por 10 minutos e o botao, €m seguida, lavado

3 vezes com solugéorde Hanks, foi ajustada para 2 x 106cﬁlﬁﬂJ

4.7 - QUIMIOTAXIA
4.7.1 - Obtencao do fator quimiotatico

"Pools' de soros de adultos normais e indivi-
" dualmente os soros de pacientes, incubados isoladamente por
30 min, a 37°C, com um lipopolissacarideo de E.coli (LPS) ,dis
solvido em solugao de Hanks aquecida a 379C, numa concentra-

cao de 100 pg/ml, foram utilizados na geragao de fator quimio



titico para monbcitos e polimorfonucleares (10% de soro, na

diluicao final).

4.7.2 --Ensaio Quimiotatico

0 método utilizado constitui uma adaptagao da
técnica descrita por BOYDEN, 1962. No compartimento inferior
da camara de quimiotaxia (camara de BOYDEN modificado), colo-
cou-se 0,2 ml do fator quimiotatico (4.7.1) e no compartimen-
to superior. 0,5 ml da suspensao celular, respectivamente pa-
ra mondcitos e polimorfonucleares (4.5 e 4.6) sendo 0s dois
compartimentos separados entre si por uma membrana de filtro
de ester de celulose, com poroé de 8 micra para estudo de qui

miotaxia de mondcitos e de 3 micra para os polimorionucleares.

Como controle para a determinagdo da migragao
espontanea, colocou-se apenas solucao de Hanks, na parte infe

rior da camara.

As cémaras foram incubadas por 120 min a 37°C,
em atmosfera Gmida, com 5% de CO,. ApGs este periodo, os fil-
tros foram removidos, fixados em etanol absoluto, corados com
hematoxilina de Harris, desidratados pela passagem em concen-
tracao gradativamente crescentes de Alcool etilico, diafaniza
dos em xilol e finalmente montados entre lamina é laminula com

auxiltio de balsamo do Canada.

Foram realizadas, em duplicatas, para monbcitos

e polimorfonucleares, as seguintes combinagoes:
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Fagocitos do paciente + soro de normal com LPS;
Fagbcitos do paciente + soro de paciente com LPS;
Fagbcitos do controle + soro de normal com LPS;
Fagdcitos do controle + soro de pacicnte com LPS;
Fagbocitos do paciente + solugao de Hanks;

Fagocitos do controle + solugao de Hanks.

4.7.3 - Leltura

Para a realizacao da leitura, utilizou-se a ob
jetiva do microscopio 40 x (aumento de 40 vezes) e o ajuste

fino de micrometro.

Através da variacio observada no micrometro,me
diu-se a distincia entre a camada de células que ficou mais
proxima do compartimento superior da camara de BOYDEN, predo-
minantemente linfocitaria, até. o campo onde pelo menos tres
células foram visualizadas. O resultado, expresso em micra,

foi dado pela média de 20 leituras realizadas para cada mem-

brana de filtro usada para os monocitos e polimorfonucleares.

4.8 - FAGOCITOSE DE ERITROCITOS DE CARNEIRO IN
CUBADOS COM ANTICORPOS DE COELHO ANTI-

ERITROCITOS DE CARNEIRO (EA}

4.8.1 - Obtencao de particulas EA

Eritrocitos de carneciro (Ej} conservados por,no

maximo, uma semana a 4%C, em solucao de Alsever esteril,foram
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tavados tres vezes ecm solugao de NaCl a 0,85% e em seguida, a
concentracao foi ajustada para 5%, em Solugéo de Hanks. A sus
pensdo celular foi entdo incubada por 30 min. a 37°C com igual
volume de anticorpo anti-E numa diluicao 1:320 determinada co
mo titulo subaglutinante. Apds este periodo de incubacao, os
eritrocitos foram lavados tres vezes em solugao de Hanks e

ajustada a concentracgao para 0,5%.

4.9 - FAGOCITOSE DE PARTICULAS DE ZIMOSAN IN-
CUBADAS PREVIAMENTE COM SORO HUMANO

As particulas dé zimosan apos serem fervidas e
lavadas varias vezes em solugao salina a 0,85%, foram suspen-
sas em solucao de Hanks contendo 10% do soro humano fresco
(""pool' de adultos normais e soro de cada paclente, conserva-

dos a ~90°C)}, numa concentragao de 1 X 107 particulas/ml.

4.10° - ENSAIO FAGOCITICO (PARA EA E ZIMOSAN)

Um mililitro da suspensao contendo 1 X 106 leu
cocitos mononucleares de paclentes ou de controles normais(4.5),
f£oi incubado no interior de tubos de LEIGHTON (contendo uma
laminula de vidro, previamente deséngordurada e-seca), por 30
min.,a 37°C, em atmosfera Umida, com 5% debez, para que 05

monécitos pudessem aderir a laminula.

Apds este periodo de incubagdo, os tubos foram

tavados trés vezes com agitacao vigorosa, em solugao de Hanks



A temperatura ambiente , para a remocgao das cclulas dque nao

aderiram, no caso, linfocitos.

Em seguida, as células aderentes a laminula,fo
ram incubadas por mais 30 min., nas mesmas condigoes anterio-
res, com uma suspensdo de particulas previamente opsonizadas
a serem fagocitadas, constituldas de EA, para investigagao dos
receptores para Fc da IgG (4.8.1) ou com zimosan incubado comn
soro (4.9) para evidenciacdo de receptores para a fragao C3

do complemento.

Foram feitos também tubos-controle, onde a sus
pensiao a ser fagocitada foi constituida de particulas nao op-
sonizadas: suspensao de eritrocitos de carneiro (E) ou parti-
culas de zimosan, incubadas por 30 min. a 37°C apenas com soO-

lucao de Hanks.

Os experimentos foram realizados dentro do se-

guinte esquema:

-Fagocitose de Eritrocitos de Carneiro:

~Monocitos de paciente incubados com EA
-Monocitos de controle incubados com EA
~Monocitos de paciente incubados com E

-Mondcitos de controle incubados com E

-Fagocitose de Zimosan:

-Monocitos de paciente + zimosan incubado com
soro normal

~Monocitos de paciente + zimosan incubado com



com soro de paciente

-Monbcitos de controle + zimosan incubado com
soro normal

mMonécitqs de controle + zimosan incubado com
soro de paciente

-Mondécito de paciente + zimosan incubado com
Hanks

~-Monocitos de controle + zimosan incubado com

Hanks

Todos os experimentos foram realizados em du-
plicatas ou triplicatas, quando.o nimero de células foi sufi-

ciente.

4.11 - COLORACAO E LEITURA

Apbés 30 min. de incubacao, como referido  no
ftem anterior 4.10, as laminulas foram vigorosamente lavadas
trés vezes com solucao de Hanks,a temperatura ambiente, para
a remocao das particulas que nao foram fagocitadas. Em segui-
da  as laminulas foram retiradas do interior dos  tubos de
LEIGHTON e colocadas em umusuporte para laminulas. Para os ex
perimentos com EA, procedeu-se 3 fixagdo com alcool metilico

e coloracao para hematoxilina-eosina.

Para as laminulas previamente incubadas com zi

mosan, utilizou-se o corante de LEISHMAN.

ApGs a coloracgdo, as laminulas foram .deixadas



secar, € a seguir, montadas entrec lamina ¢ laminula,com auxi-

1io de bilsamo do Canada.

Finalmente, a leitura em microscopio, foi rea-
lizada com a objetiva de imersdo (aumento de 1000 vezes) con-
tando-se 200 a 400 mondcitos em cada lamina, identificando-se
as células que haviam fagocitado as particulas. Os resulta-
dos foram expressos em porcentagem de células que fagocitaram
em relacdo ao nimero total de monocitos identificados defini-
do como index fagocitdrio e pelo nimero total de particulas fa
gocitadas por 100 monGéitos, definido como capacidade fagoci-
taria. |

As tecnicas descritas nos itens 4.7.1, 4.7.2,
4.7.%, 4.8.1, 4.9. 4.10 e 4.11 foram padronizadas para a exe-
cucdo deste trabalho, a partir‘de varias fontes da literatura
(TERRITO & CLINE, 1976; MASUDA, 1977; VAN FURTH,VAN ZWET & LEIJH,
1978 :LAZZARI,1980) .Durante esta padronizacdao, os experimentos fo
ram controlados pela avaliagao da lise celular, identificada
pela quantificagdo da desidrogenase lactica, enzima existente

no citoplasma, até.que se tivesse no maximo 10% de lise.

4.12 - ANORMALIDADES MORFOLOGICAS DOS ERITROCI

TOS: MEDIDA DA FUNCAC ESPLENICA

Uma gota de sangue fresco,coletado sem anticoa
gulante,foi acrescentada a 0,3 ml de tampao fosfato em solu-
cao de cloreto de sédio (150 m mol/1), pH 7.4, contendo 2% de

formaldeido. Apds 30 min., a suspensao foi examinada como uma



preparagao seca, sob microscopia dé contraste de interferéncia
direta (Microscopio Zeiss equipado com Nomarski optics). A
porcentagem de eritrdcitos tendo um ou mais "pits' fol deter
minado pela contagem de 500 células, independentemente do ta

manho ou do nimero de "pits'" por célula (PEARSON e col.,1979).

4.13 - METODOS ESTATISTICOS

Para andlise estatistica dos dados, foram uti

lizados os seguintes testes:

1. Medidas de posicao e variabilidade

1.1 - Quartis, percentis, amplitude semiquar-
til, valores maximos e minimos.

2. Regressdo linear

3. Graficos de correlacao .(SNEDECOR § COCHRAN,

1967).



III - RESULTADOS



1. QUIMIOTAXIA DE POLIMORFONUCLEARES

Na figura 1, sao apresentados os valores obti-
dos na mensuracdo da migracdo estimulada e espontanea de poli
morfonucleares dos pacientes com doenca falciforme, tendo si-
do utilizado como fator quimiotatico, soro do paciente ou
npool" de soros normais incubados com  endotoxina. Estes re
sultados indicam que a migracao estimulada foi eficientemente
mails elevada que a espontanea, demonstrando que nessas condi
coes experimentais, a incubagao de scro de pacientes ou 'pool"
de soros nmormais com LPS, foi capaz de gerar um estimulo qui-
miotatico eficiente para estas células. Diante de um estimulo
derivado da incubacao de ambos os soros com LPS, o0s valores
comparados da migracgido de polimorfonucleares nido apresentaram
diferencas nas suas distribuigoes (ver tabela I) mesmo tendo si

do o fator quimiotatico gerado de uma maneira diferente.

Na figura 2 , comparam-se os valores de migra-
cao espontanea e estimulada dos polimorfonucleares do grupo
controle, em resposta a um estimulo derivado da incubagao de
soro do paciente ou "pool' de soros normais com LPS. Verifica-
se que,a semelhanca do que ocorreu no grupo de pacientes a
migragao estimulada de polimorfonucleares demonstrou valores
mais elevados do que a migragdo espontanea e o estimulo qui-
mioatraeﬁte gerado por ambos os soros, apresentaram um desem-

penho semelhante.

Na figura 3 e tabela I, sao comparados oS

valores dec migracdo = cspontanea e estimulada, de polimorfonu-



cleares dos grupos de pacientes. e controles, de acordo com a ori-
gem do soro utilizado na geragao do estimulo quimioatraente .
Para os polimorfonucleares de ambas as origens, houve geracao
de um estimulo quimioatraente eficaz, o que & demonstrado pe-
los valores mais elevados de migragio estimulada. A migragao
estimulada destes fagocitos nao demonstrou rdiferenga na res
posta quando se variou o tipo de soro, havendo inclusive‘ uma
correlagﬁd positiva_dos valores obtidos para os polimorfonu-
cleares de ambas as origens (figuras 4 e 5). Portanto, a com
paracdao da migragao espontanea e estimulada de polimorfonuclea

res de ambos os grupos sao semelhantes.
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FIGURA 1 - QUIMIOTAXIA DE POLIMORFONUCLEARES DE PACIENTES COM DOENCA
FALCIFORME, PROVA REALIZADA NA AUSENCIA (MEIO) E PRESENCA
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BADOS coM LPS.
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FIGURA 2 - QUIMIOTAXIA DE POLIMORFONUCLEARES DE INDIVIDUOS NORMAIS.
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2. QUIMIOTAXIA DE MONOCITOS

Na figura 6, o desempenho de mondcitos de pa-
cientes, Quanto i migracdo estimulada e espontiinea, € apresecn
tado, tendo sido usado, soro do paciente ou ''pool" de soros
normais incubado com LPS, como fator quimiotatico. Na figura
7, comparam-se os valores de migragao estimulada e espontanca
de monécitos do grupo controle, utilizando-se como estimulo
quiﬁiotético ambos os soros incubados com a mesma endotoxina
bacteriana. Para os mondcitos de ambas as origens, houve ge-
racdo de um estimulo quimioatraente eficaz, o que € demonstra
do pelos valores mais elevados de migragao estimulada. E, 4
semelhanca do que ocorreu no grupo de pacientes, 1o grupo
controle também nio foram observadas diferengas nas distri-
buicdes quando se utilizou fontes quimiotaticas diferentes,
observando-se também uma correlacio positiva da capacidade '’

migratoria destes fagdocitos em ambos ©0s grupos (Figuras 9 e 10).

‘Na figura 8 e tabela II, comparam-se a capaci
dade migratoria de mondcitos de pacientes e controles, nao
tendo sido observadas diferencas nas distribuigoes da migra-
¢do espontanea e estimulada, nos dols grupos. Estes resulta-
dos indicam que, do mesmo modo como os polimorfonucleares,o0s
mondcitos de pacientes,.com doenca falciforme, apresentaram
um desempenho semelhante ao do grupo controle. Além disso o
soro de paciente incubado com LPS ndo inibiu esta atividade,

apresentando a mesma eficidcia do "pool" de soros normals.



Nio foi encontrada nenhuma correlagao linear
entre a quimiotaxia de polimorfonucleares e de monocitos e ida
de nos dois grupos de individuos estudados. Portanto, 0 parea
mento por idade, para estudo desta fungao, foi efetivo, uma
vez que a analise de regressdo das variavels estudadas contra

a idade, nio revela que este fator influencie as respostas.
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3. FAGOCITOSE

3.1 - FAGOCITOSE DE PARTICULAS DE ZIMOSAN

Nas figuras 11 e 12 , estdo representados  o0s
resultados da capacidade e Index fagocitarios de mondcitos de
pacientes para particulas de zimosan,incubados com soro de
origem do paciente e com '"pool" de soros normais, nao se ob-
servando diferengas nas atividades fagocitdarias destas célu-

las para o zimosan incubado com soros de origens distintas.

Uma semelhanca de valores do index fagocitario
destes mondcitos para zimosan incubado com soro de pacientes
e com "pool"” de soros normais & observado (figura 14 3} ,enquan
to na capacidade fagocitaria, (figura 13 ), aos pares nao
ocorrem valores correspondentes e sim misturas deles, sugerin
do que os valores encontrados para zimosan,incubado com soro
de paciente nao prediz os valores para zimosan incubado, com

"pool' de soros.-normais.

Nas figuras 15 e 16 , comparam-se os resulta-
dos da capacidade e index fagocitarios de mondcitos do grupo
" controle, respectivamente, para particulas de zimosan, utili-
zando-se também para a incubagao 0S MeSMOS SOTOS. Verifica-se
que os monodocitos deste grupo apresentam um desempenho seme-
lhante para as fungﬁes.estudadas, mesmo quando a incubagao €.
realizada com soro de origem de paciente, ocorrendo,inclusive,
uma correlacio positiva dos valores obtidos na fagocitose de

simosan incubado com soro de paciente e com "pool" de soros
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normais (figuras 17 ¢ 18).

Nas figuras 19 e 20, sao coﬁparados a fagoci-
tose de monécitos de pacientes ¢ de controles para o zimosan
incubado com ambos os soros. Observa-se que tanto os valores
da capacidade fagocitiria quanto do index fagocitario de mono -
citos de pacientes sio reduzidos, em relagdo as mesmas célu-
las do grupo contreole. Isto & evidgnciado pelas diferengas nas
distribuicdes representadas nestas figuras (ver tabelas III e
IV). Enquanto uma variabilidade maior dos valores maximos e
minimos da capacidade fagocitaria & observada no grupo contro
le, no grupo de pacientes,uma maior dispersao ¢. demonstrada

nos valores do index fagocitario.

Nas figuras . 21 e 22, sio comparados ©Ss Tresul
tados de fagocitose obtidos no grupo controle, no grupo de pacientes com
doenca SS e no grupo total de pacientes. Verifica-se que O 'grupo
SS apresenta valores maximos e minimos de variabilidade,assim
como de medianas e quartis semelhantes aos observados no gru-
no total de pacientes. Esta analise indica que, os doentes de
gendtipo SS devem contribuir para maior dispersao nos resulta

dos obtidos do index fagocitario.

Os controles de fagocitose de zimosan nao incu

of

bado (ZNI), mostraram valores que variaram entre zero ¢ 55
para o grupo de pacientes e entre 10% e 50% para o grupo con-

trole (Ver tabelas IIT e IV).

A analise de regressao das variaveis zimosan

incubado com 'pool" de soros normais (Zsnl) e com soro de pa-
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cientes (Zsp), assim como zimosan nao incubado (ZIni) contra a

idade, em ambos os grupos, ndo demonstra uma correlagao 1i-

near.

Na figura 23 & exibido um aspecto da fagoci-

tose de particulas de zimosan por mondcitos de pacientes.

3.2 - FAGOCITOSE DE PARTICULAS EA

Na fagocitose de eritrocitos de carneiro (E)op
sonizados com soro de coelho anti-eritrocito de carneiro (EA),
os mondcitos periféricos de pacientes mostraram uma capacida-
de e index fagocitarios significativamente reduzid s em rela-
¢io aos mondcitos do grupo controle (figuras 11, 12 , 15, 16,

19 , 20, 21 e 22 ).

Nio se detectou fagocitose quando se fez o con
trole com eritrocitos de carneiro nao opsonizados (E), tanto

para celulas de pacientes como do grupo controle.

O pareamento por idade para estudo desta fun-
¢do foi efetivo, tendo em vista que a analise de regressao des
ta variavel contra a idade, n3o revela que este aspecto in-

"fluencie a resposta.
Na figura 24 € apresentado um aspecto da fago-

citose de particulas EA por monodcitos de paciente com doencga

falciforme.
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FIGURA 11 -~ CAPACIDADE FAGOCITARIA DE MONOCITOS DE PACIENTES COM DOENCA
FALCIFORME. PROVAS REALIZADAS COM ERITROCITOS DE CARNEIRO
SENSIRILIZADOS (EA) E PARTICULAS DE ZIMOSAN INCUBADAS OU
NAO (ZNI) COM SORO DE PACIENTE (ZSP) OU SORO NORMAL (ZSNL).
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FIGURA 15 - CAPACIDADE FAGOCITARIA DE MONGCITOS DE INDIVIDUOS NORMAIS,
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FIGURA 16 - INDEX FAGOCITARIO DE MONGCITOS DE INDIVIDUOS NORMAIS,

PROVAS REALIZADAS COM ERITROCITOS DE CARNEIRO SENSIBILI-
7AD0S (FA) E PARTICULAS DE ZIMOSAN INCUBADAS OU NAO (ZNI)
COM SORO DE PACIENTE (ZSP) OU SORO NORMAL (ZSNL).




- 100 -

800 -~
@

o 700 ~
= |
— o
XE e e
= @
= _, 600~ ©® e o
o =
SE .
58 °
<L & 2
é % 500 ~ o ® )
= ®
= a@d
- @ @ L]
Lud 400 =
[an3 |
= @

300

T4 1 l I 1 B

320 400 480 560 . 640 720
" N2 DE PARTICULAS /100 MONOCITOS
SORO DE PACIENTE

FIGURA 17 - CAPACIDADE FAGOCITARIA DE MONOCITOS DE INDIVIDUOS NORMAIS.
CORRELACAO ENTRE AS DETERMINAGOES REALIZADAS COM PARTICU- .
LAS DE ZIMOSAN INCUBADAS COM SORO NORMAL E COM SORO DE o
PACIENTE.




- 101 -

A

104 —
o o es®
= " ®
-
o P
: ° e
L 88 —

1 @ @ ad
8= @ ® o
= &
S 2 @
Zg 80-
=3
= @
= 72-
- .
= .
2 ®
T '
47 | , , [ %
45 58 71 84 97 110

PERCENTUAL DE MONGCITOS FAGOCITANDO
SORO DE PACIENTE

FIGURA 18 - INDEX FAGOCITARIO DE MONOCITOS DE INDIVIDUOS NORMAIS.
CORRELACAO ENTRE AS DETERMINACOGES REALIZADAS COM PARTICU
LAS DE ZIMOSAN INCUBADAS COM SORO NORMAL E COM SORQ DE
PACIENTE.




1062

OYN NO SYAYENONI NYSOWIZ 3d SYINJJL¥Vd 3 (Yd) SOAVZITTIdISNIS OHIINYYD 3d SOLIZQULIYD WOD SYQYZITvay

SVAOYd *3IWY04IDTV4 YON3OQ WOD SIUINIIOVd 3 SIVWHON SONAJAICGNT 30 SOLIDONOW 30 VIMYLID09Vd 3QVQIOV4YD - 6T VENold

V3

TYWION 0YO0S

NYSOWIZ

3IN3TJvd 30 OYOS

NYSCWIZ

OQvENINT OYN

NVSOW1Z

AN

N
+

—] +—

SIINIIOVd

SIVWYON

.

- 00T

- 00¢

- 00¢

- 00Y

- 005

- 009

- 004
- 0ss

SOLIJONOW (QQT/SvYINd]idvd 3d N




"TYWYON 0¥0S WOD NO IJINIIJV4 30 0¥0S WOI OYN
NO SYQVENINI NVSOWIZ 3T SVTINJJ1¥vd 3 (Y3) SOUVZITIHISNIS OHIINYYD IQ SOLIOQULI¥Z WOO SVAVZITTVIY
SYAQYd "IWHO4137Vd VINIOQ WOD S3AINIIOVd 3 SIVWYON SONTJAIGNI 3d SOLIJONOW 3T OI¥YLIJ09Vd4 X3AN] - Q7 Vunold

TYWYON 04OS 3IN3IOVd 30 0Y0S 00YENINI OYN
v3 | NUSOWIZ NVSOWIZ . NVSOWIZ

- T :Mn - 0l -
+ _ i
“ L0z 5
% =
. L0s ¢
7 b
7 s
+ ° _& - 0 ¥
i m

i
o 1 + - 05 S
T . &
o - 09 S
i . o + m
§ Lo, O
" T . S
- ! p S3INIIOVd - 08 2
77 . x
i . — - 06 2
- ’ | 7N



<t
o
o

i

"(INSZ) TWWRION O¥OS WOJ N0 (dS7) JINIIOVA 30 0¥0S WOD (INZ) OYN NO SYAVENINI NVSOWIZ 30
SYINDJLYYd 3 (Y3) SOUVZITIEISNIS CUISNYYD 30 SOLIDQULINT WOD SYAVZIWIY SVAQYd

*SIVWHON SONQJAIGNI 30 3 (SS) WH0AI0Vd

v INS7 ds7 INZ ,
S IVIRRION . STVRION STVIBON STHWRION
dl9 SS sonajatany 949 S5 songjatant] 919 $S songpatanr|  dl9 SS sonajalan:
[&]
._. - 00T
._. + T
7
+ i l 23 Fa
| N i
|
27z 0 4 o]
2 H © - 00¢
" o
! + .._..
. Lk ! T
| 1 | m - 007
i i
72 )
@ )
° & ° % - 005
o ® A5 8 ® \
: - \\
N“Nw o *k
_ “ - 009
m H
|
”
o ° H - 00/

VIWINY W0D STINIIOVd 30 Odn¥9 00 “(d)9) IWHO410TV4 VONIOT WO SAINAIOVY 3 “WAOL OO SOLIJONOW 30 VIMyLIO0OVH 3WCIOVAVD - T¢ VHNSId

SOLIJONOW QOT/SvInd]luvd 3d gN



-105-

" (TINSZ) TTVWHON
0¥0S WOD NO (dS7) 3IN3IIVd 30 OH0S WOD (INZ) OYN N0 SYQVENONI NYSOW1Z 3d SY1ndjLivd 3 (V3) SOQvzZIIdis
-N3S O¥I3INYYD 30 SOLIODQYLIY¥I WOD SVavZIviay SYAOHNd 'SIVWHON SONGJAIQNI 3Q 3 (SS) JWHO4127TVd VIW3NY WOD

SIINIIOVd 30 04n¥9 00 “(d19) IWdo41d1vd ¥YINZ0Q WOD $3LINIIOVd 30 V1ol od SOLIJONOW 3@ OI¥yLIDO09V4 X3UN] - 27 vynoid

vd INSZ ds7 INZ
S TYURION S TVURION STYWRION STVLRION
dl19 SS  sonajAIaNI dl9 SS sonajarani| 919 SS sonajarant | 949 SS  sonajAalan!
_ g T -T™ T
T H
+ i
\ = 0¢
4 °© “\K -0
L
T o
“ - (09
. i + o +
m\_\\\\\ i 08
! \\_\\
! %A
H
—~ 00T

%

OONY1ID09Vd SOLIDONOW 3d IVNINIOY3d



106

m 'SOQVanNLsS3 SONUJAIANI 3d gN N ss
Oy¥avd OIAS3A ! 40
6v - T 0f  TOT wsos Sy he 00 STOT T el
96 6t 68 /86  88's8 Ly 26 2T h9 6T 9219 TN,
9'%6 S99 968 8T/ /88 :.MMMN_ 86 IS N 46 r A 10 1 T A
w6 65 s 9TTT TR &, 00 @ 0z ogn SN
Ol AW wyvia aa VIGIW  SYINOJLvd OUIXYI - OHINIW gy g d, VIO  SYID)iMvd

STVWYJON

SoONaQJATdNI

S 3 1L N T I 23 V 4

"(TINSZ) TTVWHON OMO0S WOD N0 (dS7) 3JAINIIJIVdL 30 0¥0S W03 (INZ) O¥N
. N0 SYQVENONI NVSOWIZ 30 SYIND]1idvd 3 (yd) SOUVZITIdISNIS OHIINYVI 30 SOLIDQYLIIEI WOD SVAVZIIVIY
SYAOYd *SIVWYON SONQJAIGNTI 30 3 IWHO4IDTY4 YONIOQ WOD SIUINIIOVd 30 SOLIJQONOW 3Ia OIYyLlIJ00Vd X3AN] - I1] vi38vl




107

'S0aQYanlLs3d SONAJAIANI 3 oN ¢ N

# %

0ydavd OIAS3Q : dd

(97 ssI 6T ST 8E'EST 'Oy,
b9 0sg o §6L  S£°s0s 905
05, Ohs 026 176 26°TsS e,
085 08T h8Z  9'0m  sz'ser SCTL
&mﬁ Qm%% %EE da VIGW  SYINDJI¥vd

743 6 0T TS 8s'69T  Leq\,
196 157 shs 88/ 8hTos 5L,
0T/ 09z 0S¢ R A Vi vt
08 00 002 T°9/  £6°507 Y\
O QNN wiaa dI,  VIGIN  SYINOJLdvd

STVYWYHON

SONAad] ATl aNTI

s 32 1L N 3 1 2 V d

' (INS7) TIVWHON 0Y¥0S W0D NO (dS7) IINITOVd 30 0HOS WOD (INZ) OYN NO Svavd

-NONI NVSOWIZ 30 SYINJ1Ll¥vd 3 (Y3) SOQVZITIGISNIS O¥IINYYD 3d SOLIDOHLIY3 WOD SVYAVZITIVIY SVAQYd
*SIVWYON SONQJAIGNI 30 3 3WH¥04107IV4 VYON3OQ WOD SILINIIOVd 3C SOLIDONOW 30 VIY¥YLIOOOVd 3AAvAIdVdYD - A VizZdvl



FIGURA 23 - ASPECTO DA FAGOCITOSE DE PARTICULAS DE 2IMOSAN
PREVIAMENTE INCUBADAS COM SORO NORMAL. MONOCITOS
DE PACIENTE COM DOENCA FALCIFORME (LEISHMAN -1000x)

FIGURA 24 - ASPECTO DA FAGOCITOSE DE ERITROCITOS DE CARNEIRO
INCURADOS COM ANTICORPOS ANTI-ERITROCITOS DE CAR
NETRO (EA). MONOCITOS DE PACIENTE COM DOENCA FAL

CITORME (HE - 1000x).
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&, MEDIDA DA ?ﬁ&@ﬂﬁ‘ESpiﬁﬁlﬁﬁ BOS5 PACIENTES

COM DOLNCA FALCIFOHME

A porcentagem média de hemicias com "pits' foi
de 21,4% com desvio padrao de 10,06%. A mediana foi de 21%,
sendo que apenas um pacliente aprescntou valor inferior a 5%,

enquanto gue 50% das criancas do grupo total se encontravam

com valores superiores a mediana.

Nao se observa difereng¢a na distribuigao das
percentagens de "pits' quando o grupo total de paciente e
separado por sexo {Figura 25). Entretanto, em relagao a ida-
de, observa-se uma correlagao positiva dé contagem de "'pits'

e este fator (Figura 2Z6).
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FIGURA 25 —~ CONTAGEM DE PITS NO TOTAL DE PACIENTES COM DOENCA FALCIFORME
E NO GRUPO DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME ( SS ). DISTRI
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A infecgao desencadeia uma sé€rie complexa de
eventos, muitos dos quais ocorrem simultaneamente e estéo'in—
terrelacionados em uma variedade de mecanismos. De modo sim-
plista, podemos dizer que ,enquanto os invasores sao combati-
dos pelos sistemas ndo especificos da defesa, os elementos do

sistema especifico sdo convocados para o campo de batalha.

E sempre importante considerar que,embora pro-
vavelmente todos os fatores de imunidade especifica sejam ati
vados em todas as infecgdes, a importancia relativa dos ele-
mentos individuais varia com a biologia do microorganismo in-
vasor e dentre os fatores do hospedeiro, os genéticos tém pa-

pel relevante.

As criangas com doenga falciforme sao muito
mais vulneraveis as infecgOes por bactérias encapsuladas par-

ticularmente S.pneumoniae, N.meningitidis, H.influenzae e Sal

monella sp. Por outro lado, sabe-se que a antigenicidade des-

tas bactérias reside na fracg#o polissacaridica de suas pare-

des celulares, e ainda, no caso da Salmonella sp,a sua carac-

terizagao como patdgeno intracelular facultativo dos fagbci-
tos mononucleares, as tornam resistentes ao processo de fago-
citose. Sabe-se também que a imunidade para estes microorganis
mos esta relacionada ao desenvolvimento de anticorpos anticap

sulares especificos (FULGINITI § SIEBER, 1980).

Vale a pena lembrar, que o acido teicdico = po-
lissacarideo da parede bacteriana induz principalmente anti-

corpos da sub-classe IgG2 (OXELIUS, 1974; PABST & KRETH,1980)




c a deficicncia congénita de 1pgCG4 estd associada com a  nao

formacao de anticorpos anti-acido teicodico e anti-H.influenzae,

observando~se infecgoes recorrentes por esta bactéria (OXELIUS,
1874} . Os anticorpos das sub-~classes IgCGl e IgG3 anticapsula-

res especificos aumentam a fagocitose do S.pneumoniae (PROVI-

SOR § BAENNER, 1980) enquanto,para os meningococos.a bacterid
lise € significativamente importante na atividade contra es-
tas bactérias (FULGINITI § SIEBER, 1980). Além desses aspec-
tos, & importante lembrar também que os individuos com deficien
cia severa de imunoglobulinas sao altamente suscetiveis as in
feccdes por patdgenos encapsulados como oS pPneumococos, menin

gococos e H.influenzae (OCHS § WEDGWOOD, 1980).

Em criancas sadias, estes microorganismos tem
uma apreciavel importancia na morbidade e mortalidade durante

a infancia. 0 S.pneumoniae € o agente mais comum de pneumonia

bacteriana (KLEIN, 1981) e otite média (BROOK , ANTHONY &
FINEGOLD, 1978), apds o primeiro ano de vida. Ele & responsa-
vel por uma estimativa de 1,7 casos de meningites e 9,5 casos
de bacteremia por 100.000 pessoas anualmente nos EEUU (BROOME
e col., 1980), com estimativas superiores nas populagoes mails
jovens. Em rclacao as meningites purulentas nas criangas en-
tre dois meses e 5 anos de idade, apenas dez por cento foram

devidas ao S.pneumoniae enquanto H.influenzae e N.meningitidis

foram os causadores em 62% e 28% respectivamente de uma série
de 680 pacientes. O pico de incidéncia de meningites por S.

pneumoniac ocorreu antes de um ano de idade, sendo rara entre

1 e 4 anos.




0 fato curiocso dessas observacoes € que, ao
contridrio da populagao infantil normal, as criangas com hemo-

globinopatia SS tém meningite devido ao S.pneumoniae entre 1

e 4 anos de idade (OVERTURF, POWARS & BARAFF, 1977), além de
uma frequéncia 600 vezes maior em relacao & populagao infantil

da mesma faixa etaria (BARRET-CONNOR, 1971).

Além desses aspectos epidemioldgicos, se en-
controu que criancgas normals, especialmente aquelas abaixo de
2 anos de idade, apresentam uma menor resposta soroldgica 4

imunizacgfo com os polissacarideos capsulares de H.influenzae

tipo b (ANDERSON e col., 1877; FULGINITI, 1980 e 1882Y, N.me-

ningitidis grupos A e C (GOLDte col., 1976; PELTOLA e <col.,

1977: FULGINITI, 1980 e 1982) e de S. pneumcniae (COWAN e col.,

1978; FULGINITI,1980 e 1982). De modo semelhante, a sorocon-

versaoc nas meningites causadas por H.influenzae tipo b (NORDEN

e col., 1972) e por S.pneumoniae (PROBER e col., 1983), pneu-

monia por S.pneumoniae (FINLAND § SHUMAN, 1942; LEEDOM, 1982),

sio também reduzidas principalmente nesta faixa etaria.

Estas vacinas polissacaridicas, em populagoes
adultas e em criancas maiores de 2 anos, promovem protegao e-

ficaz contra as infeccoes por S.pneumoniae (AUSTRIAN e col.,

1976, COWAN e col., 1978; MAKELA e col., 1980; FULGINITI,1982),

por N.meningitidis grupos A e C (FULGINITI, 1982) e para H.

influenzae tipo b (FULGINITI, 1982), indicando que estas vaci

nas sao de clevada imunogenicidade (FULGINITI, 1982).




As respostas mais reduzidas em anticorpos es-
pecificos para estes microofgaﬂismos ou paré os pelissacari-
deos capsulares de suas paredes, devem decorrer da imaturida-
de dos mecanismos imunqlégiﬁcs nas criancgas de baixa idade.As

explicacgoes propostas, basciam-se nos scguintes aspectos:

a. imaturidade no processamente e apresentagao
do antigeno pelos fagdcitos mononucleares (ARGYRIS, 1968 ,BLAE
SE, POPLACK § MUCHMORE, 1879; HAYWARD, 198la; PABST & KRETH ,

1980; COLLE SARYAN § SMITH, 1981; INABA e col., 1982).

b. imaturidade intrinseca das c&€lulas B {ANDER
SON e col., 1981; CONLEY § COOPER, 1981; MIYAWAKI e col., 1981;

COLE, SARYAN § SMITH, 1981).

¢. aquisicao tardia da capacidade de produzir
sub-classes de IgG durante a infancia, as quais se desenvolvem
com velocidades diversas: IgGl e 1gG4 alcancam niveis de adul
tos por volta dos 8 anos, IgG3 aos 10 anos ¢ IgGZ, somente no

inicio da adolescéncia (OXELIUS, 1979; SIBER e col., 1980).

d. désequilibrio das atividades das <c¢élulas T
auxiliadoras/supressoras, com predominio da segunda (HAYWARD,
1981 b:; MIYAWAKI e col., 1981; YACHIE e col., 1981; " HAYWARD,
1983).

e. auséncia de contato anteripr com o agente
infeccioso, ¢

f. antibioticoterapia precoce o que pode afe-

tar a resposta imune para a infeccao como tem sido demonstrado

para o S.pyogenes (DAIKOS § WEINSTEIN. 1951).
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Im relagao as criangas com doenca ~ falciforme,
sabe-se que elas respondem a imunizagdo com os polissacarideos

capsulares do S.pncumoniae com a mesma magnitude das criangas

normals da mesma idade e a protecao é@ mantida por,pelo menos,
Z anos (AMMAN e col.,=1977). Em pacientes menores de 2 anos,
a resposta a vacina revelou que as criancas entre 3 e 5 me-
ses produzem anticorpos em titulos baixos, porém, o reforco
aos 24 meses resulta em niveis semelhantes aos de adultos de-
monstrando a presongé de memGria imunclogica ( BUCHAMAN &

SCHIFFMAN, 1980).

Portanto, € muito provavel que a imaturidade do
sistema imune propria da baixa -idade nas criancas com doenca
falciforme possa céntribuir também para esta elevada vulnera-
bilidade as infeccgoes, ou que ﬁossa ocorrer uma interferén-
cia no desenvolvimento normal deste sistema por alteracgoces de
correntes do fenomeno de falcizacgao. A asplenia funcional e
conseglente sobrecarga para os demals elementos do sistema re
ticuloendotelial decorrente da hemdlise cronica, além da cing
tica anormal de neutrdfilos, concentracao elevada de ferro sc¢
rico e niveis baixos de transferrina (OVERTURF, POWARS § BARAFF,
1977) entre outros, somadog,&evem contribuir para a maior sus

cetibilidade 4as infecgbes nestas criancgas.

Com excecao da asplenia funcional, as demais
propostas de explicacio para estas caracteristicas epidemiold
gicas e clinicas das infecgdes na doenga falciforme ainda nao

sao suficientemente convincentes.
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0 papcel do complemento na resposta inflamato-
ria contra microorganismos € particularmente significante cm
infecgao meningocdeica, na qual anticorpo sérico e complemen-
to pode resultar em bacteridlisce (FULGINITI & SIEBER, 1980} lna
relacio entre concentragac do complemento sérico reduzida e
uma evolucio desfavoravel das infecgCes pneumococicas tem si-
do observada em varios modelos experimentais em animais (WIN
KELSTEIN, SMITH § SHIN, 1975). Entretanto, esta relacao nao
foi encontrada em criancas sem deficiéncia imunoldgica com me

ningites e bacteremias por S.pneumoniae (PROBER e col.,1983).

Além disso, deficiéncia hereditiria de C3 foi observada em he
terozigotos que tinham aproximédamente 50% do nivel normal des
ta proteina e estas pessoas eram completamente sadias, emboral
alguns minimos defeitos mnas fuﬁgées de atividade hemolitica e
da fagocitose de pneumococos opsonizados por anticorpos fos~
sem subnormais. Por outro lado, apenas os pacientes com defi
ciéncia congénita de C3 ou de C3b inativador, com concentra-
¢oes entre 1% a 2% da observada em individuos normais € que
se tem demonstrado consistentemente uma elevada suscetibiliu
dade #s infeccgbes meningocéeicas principalmente, e, menos frg

glentemente ds pneumocScicas {ROSEN & ALPER, 1980).

Qutro aspecto importante & que embora defeitos
né opsonizagao dos pneumococos tenﬂam sido notados em algus
pacientes Coﬁ doenca falciforme (WINKELSTEIN & DRACHMAN,1968;
BJORNSON, GASTON § ZELLNER, 1977), isto nao tem sido demonstra

do para a Salmonella cholearesuis (WINKELSTEIN §& DRACHMAN,1968)

nem para a Salmonella enteritidis (FIELD, OVERTURI § STRUNK,
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1981) ou pura a Escherichia coli (BJORNSON, GASTON & ZELLNER

1977), muito embora atividade bactericida de neutrofilos para

a Salmonclla typhimurium, na presenca de soro de paciente ou

de soro humano normal inativado, fosse reduzida, indicando uma

deficiéncia no sistema complemento (HAND & KING, 1678).

E importante lembrar também que resultados mui
to varidveis como, atividade 1itica normal de CH50 e C3 em
doenca falciforme (JOHNSTON, NEWMAN & STRUTH, 1973), valores
baixos de (3% sem alteracdo da atividade 1itica CH50 (BJORNSON ,
GASTON & ZELLNER, 1977), ou ainda, valores baixos de C3 e da
atividade 1itica CH50 {BJORNSON, LOBEL § LAMPKIN, 1980) e ni-
veis de C3, C4 e CHSO.normais (HERNANDEZ e col., 1983), exem-
plificam, em parte, a dificuldade de atribuir ao complemento.
a malor suscetibilidade dos paciéntes com doenca falciforme

as infecgdes bacterianas.

A coincideéncia da faixa etaria de maior Tisco
para as infecg¢Oes bacterianas nos pacientces cem doenga falci-
forme e nas criancas sadias, deve ser analisada principalmen-
te no que diz respeito ao desenvelvimento humoral e suas inte

racoes celulares.

Dentro dos mecanismos imunologicos propostos,
este trabalho ocupou-se de um topice pouco expleorado que € o
sistema dos fagocitos polimorfo e mononucleares em criancas

com doenga falciforme.

A participacdo fundamental do sistena fagocité
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rio nos mecanismos afcrentes c¢ eferentes da resposta imune

constitui um ponto critico na expressao da imunocompeténcia

principalmente nas fungoes de:

a. processamento e apresentacao de antfgenos s
esscnciais para a sintese de anticorpos e reacgoes mediadas por
¢células T. A inducdo da proliferacdo de linfocitos T requer

sua associaciao fisica ou, através de mediadores soliiveis, com

os macrdfagos conduzindo os antigenos;

b. controle genético da resposta imune, sendo

os macrofagos o principal elemento;

c. aumentar a fagocitose e destruigao de agen-

tes infecciosos através de receptores sobre a membrana plasma
tica das células, tais como, para o fragmento cristalizavel
¥c de IgG e para C3; além disso.a defesa contra microorganis-

mos intracelulares obrigatorios ou facultativos;

d. secretar uma série ampla de moléculas biolo

gicamente ativas, as quais influenciam o desenvolvimento da via
aferente da resposta imune, sendo do mesmo modo diretamente res
ponsavel pela maioria dos aspectos clinicos e patologicos de
doencas cronicas alérgicas e inflamatdrias {ROSENTHAL e col.,

1980} .

A fagocitose, & precedida, pelo menos "in vivo"
por um,moviménto quimicamente direcionado das células fagoci-
tirias para o agente agressor, denominado quimiotaxia.De acor
do com os conhecimentos atuais, esta migragio direcionada de-

pende da presenga de fatores quimioatraentes, do reconhecimen
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to dos sinais quimiotaticos e da capacidade migratéria

scca dos fagbcitos.

A interpretacgao dos resultados obtidos
no presente . trabalho, quanto a quimiotaxia dos polimorfdu
nucleares e monbcitos, tomados em conjunto, falam a favor de
~uma competéncia intrinseca normal destas células para desempe

nhar esta fungao.

Verificou~se (Figuras 3 e §8) que a migra-
cho cspontinea de mondcitos e polimorfonucleares do sangue pg
riférico do grupo de paciente é semelhante a migracao dos mes
mos tipos de células em criancas do grupo controle. Estes re-
sultados demonstraram que a capacidade migratéria intrinseca
dos mondcitos e polimorfonucleares do sangue periferico de
criancas com doenca falciforme esta preservada. Do mesmo medo,
a migracio estimulada destas células, no grupo de pacientes,
apresentou distribuic¢do de valores semelhantes as do rgrupo
controle, nio tendo sidc encontradas diferencas, mesmo quando
a fonte de estimulos quimiotaticos foram gerados a partir de

incubacdo de sorcs de pacientes com LFPS.

O fato da migracao estimulada ter sido muito
superior 3 encontrada na migracao espontidnea, para os dois gru
_pos de individuos, demonstra que a incubagao do soro de pacien
te com a endotoxina, foi capaz de gerar um estimulo quimiotati
co eficiente ¢ com a mesma potencia do "pool' de soros nor-

mais incubado com a mesma endotoxina.
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Desta maneira,pode-se¢ inferir que mnas condi-
coes experimentais utilizadas, a ativacgao da via alternativa
do sistema complemento.necessaria para esta fungio.estd ade-
quada, que fatores quimiotaticamente ativos foram gerados e
ainda que, o reconhecimento para os sinais quimioatracntes pe
lo sistema receptor dos mondcitos ¢ polimorfonucleares estao
adequadamente desenvolvidos e preservados nas criangas com

doenca falciforme.

A capacidade migratdria dos fagbcitos periféri
cos na doenca falciforme foi pouco explorada até o momento.
Quando este trabalho foi iniciado,dispunham-se apenas das in-

vestigacoes realizadas para polimorfonucleares.

0s nossos resulfados sao semelhantes aos de
AKENZUA § AMIENGHEME, (1981), os quais investigaram a quimiota
xia de polimorfonucleares de criancas com hemoglobinopatia S5
na fase estével da doenca e como fonte quimiotdtica empregaram
"pool'' de sS0TO0S normais e de pacientes incubados com lipopolis
sacarideo. Posteriormente, DONADI, FALCAQ § BOTTURA{1983),
mediram a migracdo de neutrdéfilos em pacientes com doencga fal

ciforme e encontraram-na normal.

Em relagao a quimiotaxia de monGciios, 0SS nos-
sos resultados (o segundo da literatura) sao semelhantes ao0s
de MAHONEY & FERNBACH, (1983), os quais eétudaram 18 criangas
com doenca falciforme na fase estdvel, utilizando o método
modificado da camera de BOYDEN e¢ como fonte quimiotdtica soro

AB normal ativado pelo zimosan.
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0 estimulo quimiotidtico utilizado em nosso tra
balho deriva-se basicamente da acao de fatores do sistema com
plemento, uma vez que a incubacdo do soro humano fresco com
endotoxina de Lscherichea coli leva . a ativacgao da via al
ternativa de complemento, gerando alguns produtos de clivagem
com atividade quimiocatraente para neutrofilos e mondcitos,sen
do o C5a, o mais potente (XLEIN, 1982b; HUDSON § HAY, 1983
WINKELSTEIN, 1983). Escolhemos este tipo de fator quimiotati-
co com a finalidade de simular uma situagao frequente "in vivo'.
A ativacgdao da cascata do complemento pela via alternativa de-
ve constituir um importante meio de recrutamento de fagdcitos

para o foco inflamatorio.

Conforme & demonstrado em nossos resultados,hi
uma reducado quantitativa no nUmero porcentual de monbdcitos fa
gocitando assim como no nimero de particulas ingeridas port 100
células no grupo de pacientes em relagaoc ao grupo Contrqle.Eg
ta veducdo,é observada nos dois tipos de situagao experimen-
tal, e independémte se a particula, no caso do zimosan, tives
se sido opsonizada por soro de paciente ou "pool" de sorocs nor

mais, sugerindo um defeito intrinseco celular (Figuras 19 e 20).

Esta suposigéd ¢ confirmada, quando se demons-
tra que nao houve diferencga na diétribuigﬁo dos valores para
index e capacidade fagocitadrias dos mondcitos nas criangas do
grupo controle para as particulas de zimosan opsonizadas pe-

los soros de ambas as origens.
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Portanto, a verificagao da opsonizacgao do zimo

san ter sido equivalente pelo soro de ambas as origens & mais

uma demonstragao de que a via alternativa do complemento esta

intacta na doenca em discussao.

0 significado bioldgico deste resultado & mui-
to importante. Quando o hospedeiro entra em contato pela pri-
meira vez com um micreoorganismo, a via alternativa pode ser

rapidamente ativada e a opsonizagao deste microorganismo se

fazer pela deposicao de e:omponentés ou produtos de clivagem do

sistema complemento sobre sua superficie, permitindo o seu re

conhecimento por parte dos fagdcitos (KLEIN, 1982c; WINKELSTEIN,

1983) .

v

Nossos resultados sugerem que esta via deve es

tar funcionalmente adequada e,consequentemente.,a atividade op
sonica para O zimosan em criancas com doenga falciforme, den-
tro da metodologia empregada, esta preservada ¢ com a mesna
magnitude da observgda no soro de criancgas normais da  mesma

faixa etaria.

De certo modo, nossos achados reforgam as pes-
quisas onde nao foram detectadas alteragoes dos componentes
da via alternativa do complemento ou defeitos de opsonizacao
que implicassem na atividade desta via ( PROVISOR, ALLEN ra
BAEHNER, 1976 STRAUSS e col., 1975). Estudos
mais:recenteg confirmam também estes resultados.LACHER e col.,
(1982) Verificam que a capacidade do soro de crianca com

doenga falciforme para opsonizar zimosan estava reduzida em




apenas 15% dos pacientes (9 de 72 indiyiduos) e na populagaoc

controle a incidéencia deste defeito foi de 4,5%. Conscquente-

mente, apenas uma minoria dos individuos com esta doenga apre

senta defeito na ativagao da via alternativa do complemento
Alem desses, outros autores como FILDLD, OVERTURF & STRUNK ,

(1981) demonstraram que a opsonizacgao da S.enteritidis. €& me-

diada predominantemente pela via alternativa e que nas crian-

cas com doenga falciferme avaliadas por estes investigadores,

nao foram detectadas nenhuma alteracdo.

Diante . dos resultados encontrados por PRO-"
VISOR, ALLEN & BAEHNER, 1976; STRAUSS e - COim; 1977
FIELD, OVERTURF § STRUNK, 1981; LACHER e col., 1982 e os nos-

sos, & muito pouco provavel que defeitos funcionais da via al

ternativa do compiemento, incluindo o fater B. { WILSCN,

HUGHES § LACHMAN, 1976, WILSON, -THOMAS § SISSON, .

1979:; DE CEULAER e col., 1981), estejam associados a uma malor

suscetibilidade as infeccoes nesta doenca. Reforcando esta
observacgao, a medida do fator B por imunodifusao radial em pa
cientes com doenga falciforme fol normal (BJORNSON, GASTON §&

ZELLNER, 1977) .

0Os leucdcitos fagocitarios possuem sobre sua

membrana plasmatica receptores para Fc da IgG e para um produ

“to de clivagenm do componente C3 do sistema complemento. AS par
ticulas opsonizadas com C3 ou IgG, fixam-se aos receptores cor
respondentes sobre a membrana plasmatica das células fagocita-

rias. No6s estudamos o papel destes ligantes, C3 e IgG, na fase




de ingestdo da atividade fagocitaria.

Enquanto os estudos da funcdc dos neutrofiles
em pacientes com doenga falciforme, em especial nos portado-
res de anemia falciforme, tem-se ampliado, a funcao do fago-
cito mononuclear, recentemente, e que comecou a ser investi
gada. Em relac@o aos polimorfonucleares, em doenga falcifor-
me, o0s estudos estao centralizados na atividade metabolica
destas células, sendo encontrada reduzida (DIMITROV e col.,
1972); WAJIMA, 1975; FALCAQ, VOLTARELLI & BOTTURA, 1981) ou
normal {STRAUSS e col., 1876, HERNANDEZ e col., 1983):. a ca-
pacidade bactericida foi encontrada elevada na fase estavel
da doenga (WAJIMA, 1975) ou normal em pacientes sem historia
de infeccio recorrente (DIMITROV ¢ col., 1972) e em indivi-

duos com genotipo S/R (FALCAQ, VOLTARELLI § BOTTURA, 1981).

Sobre a funcao dos monocitos, encontramos
duas publicacoes apenas. A primeira, de grupo de estudo coo-
perativo sobre dqenga falciforme em que se encontrou produgidc
de superdoxido reduzida em resposta ac zimosan ativado com SO
ro de 19 criancas com hemoglobinopatia SS, enquanto 6 crian-
cas submetidas a transfusdes repetidas para manter o nivel
de HbS abaixo de 15%, apresentaram esta funcgac normal (LUKENS
e col.,1982). 0 segundo estudo, realizado por MAHONEY & FERNBACH, .
em 1983, se refere a fagocitose por mondcitos de sangue peri

férico para Candida albicans e Candida pseudotropicalis incuba

dos durante 15 e 30 minutos respectivamente, em 18 criangas na




fase estiavel da doenca. Nao houve diferenca no numero de par-
ticulas englobadas por 200 mondcitos em relagido ao grupo con-
trole constituido por adultos, Entretanto,os resultados des-
tes pesquisadores demonstraram capacidade fagocitaria extrema
mente baixa (0,7 a 0,8 particulas por mondcito) em relagao aos
nossos valores.Contudo . os métodos laboratoriais, em especial
o tipo de particula empregada, foram bastante diferentes dos

utilizados em nossa pesquisa,para tal comparacgao.

No que se refere a fagocitose via Fc, onde se
utilizaram eritrocitos de carneiro (E) opsonizados com anti-
corpos de coelho anti-E, de classe IgG, nas criangas com doen
ca falciforme, os valores encontirados em nosso trabalho de--
monstyam ,uma reducao em relagéq ao grupe controle. Mais uma
vez, estes resultados falam a favor de um defeito intrinscco

celular.

0 papel bioldgico da fagocitose via receptores
para Fc € de fundamental importancia. Um dos mecanismos de de
fesa mais relevante contra bactérias, principalmente gram po-
sitivas, & a opsonizacao através da IgG, que se liga & parede
bacteriana pelos Fab (”ant&gen binding fragment'), deixando
exposto o Fc que,por sua vez, pode ser reconhecido por recep-
tores especificos presentes na supefficie dos fagdcitos, poli
morfo e mononucleares. Forma-se assim uma ponte entre o fagd-
cito & © micrcorganismo a ser fagocitade, passo fundamental pa
ra gque ocorra o englobamento e, em seguida, a destruicao in-

tra~celular da bactéria (ZEMBALA, 1981; KLEIN, 1682c; SEGALL




& SOOTHILL, 1983). Na literatura pertinente nao foi encontra

do estudo refervente a fagocitose via Fc na doenga falciforme.

Os mecanismos para explicar o possivel defei-
te intrinseco dos monbcitos periféricos para a fungao fagoci
taria permanecem essencialmente especulativos. A redugao dos
valores encontradqs no index e capacidade fagocitdrias dos
mondcitos de pacientes em ambas as condigdes experimentais |,
nao pode ser atribuido, ao fator idade por dois motivos: em
primeiro lugar o pareamento por idade foi efetivo, tendo em
vista que a analise de regressdo das variaveis contra este
fator ndo revela influencia nas respostas; em segundo lugar,
desde o nascimento 0s mondcitos ja possuem receptores Fc e
C3 em uma proporc¢ido equivalente a de mondcitos de adultos

(BERMAN § JOHNSON, 1980; CARNEIRO - SAMPAIO, 1984).

0 fato de os monocitos de pacientes apresenta
rem index e capacidade fagocitarias menores, também, nac de-
ve ser decorrente de opsonizagao deficiente do zimosan e eri
trécito de carneiro, visto que estas particulas foram efi-
cientemente englobadas pelos mondcitos das criangas do gru-
po controle. Contudo, € possivel se aventar a hipdtese de
que haja uma menor densidade ou menor afinidade ou até  mes-
me alteragao na integridade dos receptores pafa Fc e C3 . dos
nondcitos das criangas com doenca falcifdrme, de acordo com
a teoria do "'ziper", ocorrendo consequentemente, uma fagoci-
tose reduzida, mesmo estande as particulas adequadamente op-

sonizadas. Esta hipOtese baseia-se nas investigac¢des de




GRIFFIN e col., 1975), quando demonstraram que a ligacao de
uma particula aocs receptores especificos sobre a membrana '
plasmitica do macrofago ndo & suficiente para desencadear a
sua ingestdo. Esta fase requer uma interagado circunferencial
sequencial dos ligantes ou opsoninas, €3 e IgG, ligados as

particulas com receptores de membrana plasmatica especificos

nao envolvidos no processo de fixagao inicial.

'

Esta hipdtese poderia comecgar a ser testada
atraves de imunofluorescéncia, utilizando-se um soro anti-re
ceptor para C3 e para Fc. Outra maneira de testd-la seria
proceder a incubagdo a 4°C dos monocitos com as particulas
opsonizadas, ao invés de 379C, para analisar a capacidade de
aderencia, visto que esta fase do processo de fagocitose nao
requer energla metabolica enquanto que a fase de englobamen-
to €& altamente dependente da temperatura e requer metabolis-

mo celular ativo {GRIFFIN e col., 1975).

Qutro meio de avaliar o esfado dos receptores
fc de monGcitos, seria utilizar\a reagdao de citotoxicidadece
lular dependente de anticorpo (conhecida como ADCC) em mond-
citos destes pacientes, visto que neste mecanismo imunologi-
co, diferente da fagocitose, o reconhecimento da celula es-
tranha & feito atravées do mesmo tipo de receptor. Assim,mais
um mecanismo de defesa do paciente podera provavelmente es-

tar comprometido.

A metodologia utilizada no presente trabalho




para estudo da fagocitose por monSéitos, avalia uma fasc in-
termediiria de um processo que € convenientemente separado
em cinco estagios: reconhecimento e aderencia da particula ,
englobamento, degranulagao, morte ou destruigao do microorga
nismo ou particula estranha ¢ exocitose (XKLEIN, 1982c). In-
capacidade em qualquer uma destas fases torna o individuo mais
suscetivel as agressOes. L possivel, portanto, que fases an-
teriores a ingestao ou.posteriores, possam estar comprometi-
das nas criancas c¢om doenga falciforme, merecendo serem in-

vestigadas.

Poderiamos lembrar, para explicar um tipo de
defeito intrinseco celular, os estudos "in vitro" que demons-
tram, em neutrofilos humanos, uma acentuada deficiencia  na
capacidade de polimerizar a proteina contratil-actina e em
consequéncia apresentam defeito na fagocitose. Esta deficién
cia de origem provavelmente genética, suplementa outras evi-
déncias de que o estado polimerizado desta proteina € impor-
tante para uma fagocitose eficiente. Este € um exemplo de
que alteracdes em qualquer das fases do processo da fagocito
se leva consequientemente a um defeito nesta funcao (5TOSSEL

1977) .

Embora, a explicagdo a segulr nao seja
imediaﬁamente obvia para ser extfaida dos nossos resultados
sobre fagocitose, diante dos conhecimenteos atuais, o estudo
da expressido dos antigenos DR sobre os mondcitos de pacien-

tes com doenca falciforme torna-sc relevante, visto que © ma
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chihigo & o local principal da expressdo do controle gencti-
co na resposta imune (ROSENTHAL e col., 1980). Alguns mond-
citos ¢ macr6fagos humanos possuem antigenos semelhantes aos
antigenos Ia dos mondcitos e macrofagos de camundongos. Es-
tes antigenos sio codificados por gemnes dentro do sistema HLA
ou intimamente ligados a sub-regiao D do complexo de histo-
compatibilidade maior e sao denominados HLA-DR. Recentemente,
este aspecto foi explorado em recém-nascidos humanos, tendo
TWEARDY e col.,(1981) e STIEHM e col., (1984), observado uma
porcentagem de mondcitos de cordao umbilical, com expressao
de antigenos HLA-DR na superficie celular. A expressdao dimi-
nuida destes antigenos podem explicar as respostaé humoral e
citotoOxica deficientes por parte da crianga jovem, como re-
siltado da dificuldade de apresentacao do antigeno, uma vez
que os marcadores celulares em questao sao essenciais para
as interacoes entre macrofagos e linfocitos (ROSENTHAL e
col., 1980; STIEHM e col., 1984). Em camundongos recém—nascg
dos, LU, CALAMAI & UNANUE, 1979, conseguiram correlacionar a
incapacidade de apresentar antigeno por parte dos macrofagos
com © menor numero destas células portando antigenos Ia  na

membrana.

A hipOtese de defeito no processamento do an-
tigenp pelos fagdcitos mononucleares, para explicar a reduzi
da resposta em anticorpo especifico ds infecgdes por S.pneu-
moniae na crianga imunologicamente normal (COLE, SARYAN &

SMITH, 1981}, deve ser portanto considerada também nas crian--




¢as com doenga falciforme. O apoioAa esta hipbtese surge de
dois fatos: da resposta a imunizagdo com polissacarideos cap
sulares de pneumococos em criangas com doenga falciforme, o
que lhe confere protegao e memdria imunolégica (AMMAN e col.,
1977, BUCHANAN § SCHIFIFMAN, 1980) e da falta de um controle

adequado da infecc¢ao matural por S.pneumoniac,havendo geral-

¥

mente um desenrolar fatal. O fato ainda, da antigenicidade
destas bactérias residir na fracdo polissacaridica de suas
capsulas, fortalece a hip6tese de que a dificulidade no con-
trole da infecgao possa estar localizada na incapacidade de

processamento e apresentacido desses antigenos.

Uma outra possibilidade &€ a de que haja um de
sequilibrio nas subpopulacées de monécitos periféricos, nes-
tes pacientes. Segundo a opiniao de alguns pesquisadores, a
diversidade de fungOes exercidas pelo sistema dos fagdcitos'
mononuclieares em individucs normais tem explicacdo  baseada
no achade de que estas células respondem de modos variados a
um nimero de estimulos diferentes. Alguns destes estimulos
podem ser produzidos pelos proprios fagdcitos mononucleares,
aumentando a possibilidade de que estas células sejam autore
gulatorias (RUSSELL, 1982). Varios pesquisadores, para  me-
lhor entender a diferenciagao e funcao desta importante lin-
hagem de c¢€lulas, tém trabalhado no sentido de caracterizar
marcadores antigenos especificos de superficie, os quais dis
tinguem menmbros da linhagem humana dos mondcitos/ macrdfagos.

Varios antigenos sobre estas células, detectadas por painéis
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de anticorpos monoclonais parccem delinear estagios de dife-
renciacgio do macrdéfago e estido sendo usados para determinar
caractevisticas funcionais das células que os portam (HANCOCK,

ZOLA & ATKINS, 1983; TODD § SCIHLOSSMAN, 1982).

lla algumas evidencias de que a eritrofagocito
se interfere com a capacidade dos macrofagos teciduais de si
multaneamente fagocitar e destruir certas bactérias intrace-
lulares ¢ este fenomeno pode estar relacionado com a elevada
freqﬁéncia de infecg¢oes em pacientes com doenca falciforme
(GOLDE, 1975). Se fatores semelhantes também afetam os fagd-
citos mononucleares circulantes, € desconhecido. Nos demons-
tramos pela primeira vez que a capacidade e Index fagocita-
rios via receptores para Fc e C3 estao reduzidos para mondci
tos de sangue periférico recentemente colhidos. E muito pro-
vavel que a fungao fagocitaria por parte do sistem mon&cito-
macrofago esteja saturada (ou sobrecarregada) devido princi-
palmente & hemolise cronica e pelo comprometimento funcional
do bag¢o nestes pacientes, podendo ser esta uma explicacgao pa
ra nossos resultados. Isto, e maié o fato de que nao existe
a reentrada dos mondOcitos na corrente sanguinea uma vez que
eles deixaram a circulacgao, ajudam estes argumentos { CLINE,
1978). Portanto, o desvic do sistema fagocitario mononuclear,
para a tarefa de eliminar eritrdcitos lesados da medula Os-
sea, do bago e da circulacio poderia Jlevar este sistema a
uma exaustdo, nos pacientes com doenga falciforme ( GOLDE,

1975; STOSSEL, 1977).
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bago de processamento de antigeno e formagao de anticorpos .
Os autorcs supoem gque a fagocitose e o processamento da hemo
globina § polimerizada requer um gasto excessivo de energia
metabolica pelas células reticuloendoteliais, o que, even-
tualmente resultaria em lesao permanente e destruicao destas
células. Isto ocorrendo em um periodo critico, coincidente '
com aquele durante o qual as células T auxiliares/ indutoras
aprenderiam a reconhecer anticorpo anticapsular e promoveriam
.a férmagéo da subclasse IgG,, manteria a imaturidade imunolo

gica em criancas maiores com anemia falciforme semelhante 2

de criangas normais abaixo de 6 meses de idade.

Embora ndo conste no capitulo de resultados,
realizamos a andlise estatistica entre os indicadores de mor
bidade na doencga falciforme tais como HbF (hemoglobina fetal)
e "pits" com os valores de index e capacidade fagocitarias '
dos mondcitos encontrados no grupo de pacientes. Nao observa
mos nenhuma correlagdo linear entre estes indicadores e 0s
nossos resultados de fagocitose. Os valores encontrados sao,
portanto, independéntes e este achado € muito importante quan
do analisado sob o conhecimento de que hd um nivel de HbF
acima do qual a gravidade da doenga falciforme diminui ( PO-
WARS e col., 1984), havendo uma associagao positiva entre a
manutengao da fungao esplénica e niveis de HbF maiores de
18% (POWARS e col., 1984). Contudo, uma relagéo entre os va-

1ores de HbE e os eventos clinicos recorrentes, tais COmo,

sindrome aguda de tOrax, meningites/ septicemias e admissao




hospitalar, demonstraram um padrdo errdatico de risco correla
tivo para aqueles pacientes com HbF abaixo de 20% {POWARS

e col., 1984).

Os resultados aqui apresentados fazem supor
que , doenga atribuivel as anormalidades séricas, nao podem
ser equivocadamente restritas a uma falha na opsonizagao.Mui
to embora algumas generalizaQBeS clinicas sejam consistentes
com a ideéia de que as anormalidades correspondentes de opso-
nizag¢ao ""in vitro'" tenham uma relacao causal para o estado
patoldgico da suscetibilidade a infecgf@o,muitos fatores séri
cos envolvidos em opsonizacgao direta ou indiretamente podem

influenciar as func¢oes dos fagdcitos circulantes.

Em nosso estudo encontramos uma gquimiotaxia
de monocitos e polimorfonucleares normais, capacidade sérica
opsonica para o zimosan e geracao de fatores quimiotaticos
normais, embora os fagbcitos mononucleares apresentassem "in
Vitrof déficiente capacidade de ingestao. A anormalidade en-
contrada reflete.um defeito das células e, embora nio te-
nham sido detectados fatores sericos envolvidos, outros fato
res micro-ambientais podem estar relacionados. Se o fenomenc
encontrado neste trabalho &€ hereditario ou secundario, nao
pode ainda ser respondido. Porém, a maior vulnerabilidade as
infecgoes nao ocorre em todas as Criangas'com a doenga falci
forme, como também, aquelas mais suscetiveis iniciam os sin-

tomas a partir dos 6 meses de idade.




Sugerimos que a elevada suscetibilidade das
criancas com doenca falciforme as infecgoes bacterianas espe
cificas pode resultar da acgdo somatdria de varios aspectos.
I- Fatores da ontogenia normal do sistema imune: a) imaturi-
dade intrinseca dos linfécitos B nos dois primeiros anos de
vida, imaturidade esta traduzida por capacidade reduzida de
sintese de IgG e paralelamente funcgao T auxiliadora também

deficiente {(HAYWARD, 1981a); b) producgao de anticorpos anti=-

capsulares especificos reduzidos e consequente reducao na
capacidade opsonizante do soro. II- Fatores decorrentes do
fendmeno de falcizacdo: a) asplenia funcional; b) Hemdlise

cronica e consequente saturacao do sistema reticulo-endote-
lial; c¢) infartos de medula 0ssea comprometendo, talvez, a
unidade formadora de colonia para granuldcitos e monécitos

d) defeito na atividade funcional dos neutrofilos; e) defei-

to na funcgao fagocitidria de mondcitos do sangue periférico.
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A morbidade por infeccao nos portadores de do-
enga falciforme € elevada, nido estando ainda completamente elu .
cidadas as causas deste fato. Os estudos imunoldogicos concen
tram~-se na funcdo esplénica, na atividade da via alternativa
do complemento e, recentemente,na funcdo fagocitaria.

0 presente trabalho compreende o estudo do sis
toma fagocitério em criangas com doenca falciforme, durante a
fase estavel. Seu oﬁjetivo principal foi o de avaliar a fun-
cdao dos fagocitos polimorfo/mononucleares e da atividade seéri
ca opsonica, na expressdo da imunocompeténcia dessas criancas,
¢ conhecer,pelo menos em parte, o que as predispde a elevada
suscetibilidade as infecg¢les graves, especiaiménte por orga-
nismos com capsulas polissacaffdicas, tais como 0S pneumncco-
COs.

Avaliaram-se a quimiotaxia de pelimorfonﬁcleares
e monocitos periféricos, pela técnica das camaras de Boyden
modificada e a capacidade fagocitaria de mondcitos para - eri-
trocitos de carneiro (E) incubados com anticorpos (A) de clas
se IgG de coelho anti-E (deteccao de receptores para Fc da
IgG) e para particulas de zimosan incubadas com soro humano
fresco (deteccdo de receptores para Cs). Um grupo de criancas
sadias, pareadas por idade ac grupo de pacientes, serviu como
controle. A atividadé gquimiotatica de polimorfonﬁéleares e mo
nocitos de pacientes mostrou-se equivalente a do grupo contrg
le. A fagocitose para particulas EA e de zimosan pelos monéci
tos de pacientes fol reduzida em relagdo a do grupo controle.
No entanto, o soro de pacientes mostrou poténcia semelhante
ao soro normal, tanto na geracdo de fator quimiotatico, pela

incubagao com uma endotoxina bacteriana, como na opscnizacao




do zimosan. Através das 3nofmalidades morfologicas dos eri-
trocitos sob microscopia de contraste de interferéncia dire-
ta, estimou-sc a funcao de "pitting" do baco, encontrando-
se valores elevados de '"pits'" em todos os pacientes, o que
demonstra comprometimento do principal 6rgdo linfdide secun-
dario envolvido na funcdo fagocitaria.

Os resultados obtidos permitem as seguintes con
clusoes:

1- Os mondcitos periféricos das criancas  com
doenca falciforme mostraram uma atividade quimiotatica seme-

lhante 4s mesmas células de criancas sadias.

2- A semelhanca dos mondcitos, os polimorfonu-
cleares perifericos das criancas com doenca falciforme apre
sentaram a mesma atividade quimiotatica dos polimorfonuclea-

res de criancas sadias.

3- 0 index e a capacidade fagocitaria de mond-
citos das criéngas com doenca falciforme mostraram-se reduzi-
dos em relacdo a de monocitos de criancas sadias, para eritro
citos de carneivo incubados com anticorpos de coelho, de clas
se IgG, anti-eritrocitos de carneiro e, para particulas de

zimosan, o que demonstra deficiéncia nestas funcdes.

4~ Houve comprometimento da funcdo esplénica em
todos os pacientes estudados, detectando-se uma correlacao po
sitiva entre os valores de '"pits" encontrados e a idade dos

pacientes.
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5- 0 soro de pacientes apresentou, quando com
parado a soro normal, a mesma capacidade em gerar estimulo
quimioatraente para monodcitos e polimorfonucleares de crian-

cas sadias e em opsonizar particulas de zimosan.

6- 0 parcamento por idade para estudo das fun
¢oes de quimiotaxia e fagocitose foi efetivo, uma vez que a
analise de regressdo das variaveis estudadas contra idade
nos dois grupos de individues, ndo revela que este fator in

fluencia as respostas.
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Quimiotaxia de polimorfonucleares de pacientes com doenga fal

ciforme. Prova realizada na auséncia (meio) e presenga de soro
de paciente (sp) ou de soro normal (snl), previamente incubados com LPS.

N® ORDEM IDADE SEXQ - snl sp - meio
01 SS 5a M 139,02 133,32 71,97
02 S8S 6a M 75,55 75,41 43,33
03 S8 6a F 130,19 121,98 35,7
04 8R° 6a F 131,02 110,12 46,27
06 SBO 6a F - .- 67,71
08 SS 13a F 124,12 104,47 65,64
09 SS 11la F 124,93 112,62 -
10 SS l1a3m F 87,11 84,44 22,5
11 SS 13a F 124,07 125,05 38,57
12 SS 1a9m F 98,127 113,794 23.6
13 SS 3a F 117,39 77,39 54,52
14 SS 6a F 119,73 128,19 53,42
15 SS 5a F 101,52 103,01 42,44
16 SS 5a9%m M 136,07 142,116 36,94
17 SS 5a F 108,43 130,89 -
18 SS 1la F 124,98 119,43 45,02
19 SS da F 138,43 131,96 -
23 SS 11a M 119,43 110,5 44,29
24 SS 7a F 117,13 116,94 26,5
25 5SS 43 M 125,2 98.6 64,2
26  SgO 4a F 96 117,54 26,6
27 SS 4a M 116,15 106,72 -
28 Sg° 1la F 153,92 129,8 48,3
29 SS 7a F 109,15 96,91 34,26
30 SC 9a M 116 127,253 28,26
31 Sg° 8a M 118,33 120,09 73,85
32 SS 6a F 117,58 123,1 22,3
33 SS 8al0nm F 127,17 108,05 52,61
34 SS 2a7m M 108,45 115,63 44,88
35 SS 3a E 117,86 118 19,22
36 SS 10a M 126,55 122 50,06

Medidas em micra.

Total de pacientes estudados: 31.(S8S = 25; S$/B? = 5; SC = 1).
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Quimiotaxia de polimorfonucleares de individuos normais.Prova

realizada na auséncia (meio) e presenga de soro de paciente
(sp) ou de soro normal (snl), previamente incubados com LPS.

N® ORDEM  IDADE SEX0O  snl sp meio
22 4a M 133,13 *(20) . ~
23 3a F 159,31 (22)159,48 55,33
24 11a M 121,43 (24) - -
25 9a F 140,16 (27)128,52 25,62
26 lla F 113,74 (23)108,28 54,44
27 4a M 98,74 (25)117,99 38,85
28 7a F 106,88 (09)130,27 33,05
29 4a F 142,80 (24)114,31 28,31
30 ~ 5a M 106,11 (30)112,50 36,20
31 Sa F 115,63 (31)121,13 38,50
32 3a F 100 (19)109,89 47,65
3% Sa M 114,37 (35)111,96 39,59
34 8a M 113,75 (26)110,67 43
35 6a M 115,79 (32)100 44
. 36 6a F 114,43 (33)137,55 36,9
37 9a F 134,02 (34)135,45 52,3
48 9a M 118,22 (14)107,92 31,03
50 - 8a F 118,33 (36)113,12 41,29

51 3a6m M 112,82 (07)121,78 25,95
64 2a3m F 120 (15)111,91 25,8
65 9a F 111,83 (18)122,04 27,28
67 10a F 125,34 (08)124,6 48,62
68 13a F 117,16 (29)123,6 46,027
70 9a%m M 113,42 (17)121,20 39,21
78 7a6m M 108,94 (13)119 44,05

F 128,45 (10)111,80 46,27

79 }a9m

Medidas em micra.
*( ) ntmero de ordem do soro de paciente.

Total de individuos normais estudados: 26




Quimiotaxia de mondcitos de pacientes com doenga falciforme

Prova realizada na auséncia (meio) e presenga de soro de pa-

ciente (sp) ou de soro normal (snl), previamente incubados com LPS.

N¢ DE ORDEM

06

IDADE SEXO snl 'SP meio
01 SS S5a M 103,36 109 36,25
02 sS 6a M - 92,37 25,4
$g®  6a F 111,58 110,44 27,4
08 SS  13a F 85,05 83,69 35,15
12 SS 1a9m F 96,347 87,476 17,09
14 SS 6a F 106,47 119,40 36,89
18 SS 1la F 110,21 115 29,65
20 SS 7a M 79,74 82,64 19,9
21 sgt  6a F 66,26 69,74 26,63
22 sg”  4a M 78,22 88 40,35
23 SS 1la M 106,43 93,53 60,4
24 SS 7a F 64,57 52,83 31.63
25 SS 4a M 93 95,8 19,25
26 sg®  4a F 108,07 104,07 26,5
28 $g®  1la F 109,69 103,90 26,57
29 SS 7a F 113,15 116,27 27,33
32 S8 6a F 83,63 87,19 12,29
33 SS  8alOm F 109,6 118,55 40
34 SS 2a7m M 115,72 109,69 29,18
35 SS 3a F 103,95 99,54 24,90
36 sS 10a M 111,25 112,76 32,25
Y. sC  3a ¥ 94,52 103 34,45
38 5C 7a F 120,21 123,21 25

 Medidas em micra.

Total de pacientes estudados: 23 (8S8= 16; S/8%= 3; S/B+z 2; SC=2)
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Quimiotaxia de mondcitos de individuos normais. Prova realiza

da na ausencia (meio) e presenga de soro de paciente (sp) ou
de soro normal (snl), previamente incubados com LPS.

N® ORDEM IDADE SEXO snl sp. meio
41 3a6m M - *(20)103,08 19,08
42 7a6m M - (30)123,83 -
43 10a F 108,21 (19)110,85 13,05
44 7a M 74,52 (33) 66,82 11,22
45 9a F’ 81,27 (23) 94,87 18,13
46 12a M 112,81 (34)116,5 15,4

47 6a M 105,84 (10) 96,65 15,1
58 7a F . 122,18 (32)116 34,95
59 4a F 107,28 (35) 78,49 20,74
61 1a9m F 104,81 (31) 88,23 18,6
62 10a M 130,76 (06)125,5 29,62
66 4a M 106,29 (16)117,33 24
69 9aZm F 93,72 (18) 99,78 21,96
71 13a M 96,76 (08)118,88 29,85
72 laém F 95,77 (10)110,35 20,13
73 4abm F 93,25 (14) 97 23,52
12 7a M 134,51 (10)132,62 36,32
13 4a F 119,33 (08)108,27 26,65
14 4a F - (15)104,2 23,93
15 1la M 98,1 (17)104,62 35,25
16 9a F 108 ,4 (14)114,3 29,25
17 6abm B 115,52 (18)110,35 39,80
18 Sabm M - {13)111,65 39,35
19 3a8m F - (16) 88,22 41,9
20 4a F 118 .4 (07) 94,6 31,55
21 6a F 135,1 (08) - -
35 6a M 107,75 (20)118,28) 29,57
38 1la M 118,65 (36)107,78 45
39 3a F 75,94 (38) 67,23 26,15
40 13a M 103,62 (25)113,94 50,62

Medidas em micra.
*( ) namero de ordem do soro de paciente.

"Total de individuos normais estudados: 30
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Index fagocitario de pacientes com docnga falciforme. Prova

realizada com eritrocitos de carneiro sensibilizados ({LA) e
partdculas de zimosan incubadas ou nao {INI) com soro de pa-

ciente (Zsp) ou soro normal (Zsnl).

N¢ ORDEM IDADE  SEXO EA Zsnl Zsp Zni
01 SS Sa M 79,12 79 82,02 6,14
02 SS  6a M 26,86 68,28 50,45 22,10
03 SS 6a F 69,15 77,72 86,30 "
04 sg° 6a F 57,13 59,95 - 16,65
06 sg° 6a F - 60,25 72,79 -
07 SS 11 F 65,78 - 48,27 38,42
08 SS 13a F 61,83 83,83 64,06 36,84
09 SS 1la F 44,08 82,07 93,47 50,58
10 SS la3m F 56,33 89,34 76,15 24,65
11 SS 13a F 54,13 80 71,48 27,40
12 SS 1a9m F 51,53 21,37 25,09 0,50
13 SS 3a F 29,48 30,38 40,92 9,02
14 SS 6a F 77,24 - 90,74 36
15 SS 5a F 48,114 77,213 67,08 23,91
16 SS 5a%m M 39,48 45,87 45 *2/428
17 SS Sa " F 30,34 14,09 . 13,27 1,
18 SS 1la F 67 . 77.8 63,46 -
19 SS 4a F 8,69 62,45 66,06 -
20 SS 7a M 70,41 82,81 67 26,95
21 ss: 6a F 58,99 A7 .87 56,42 12,21
22 S8 4a M 59 - - ,
23 SS ila M 42,18 49,41 48 .41 16,6
24  SS 7a F 51,85 53,27 43,21 -
25 SS da M 20,64 38.21 30,35 5,46
26 SB° 4a F 42,76 32,45 38,47 21,6
27 SS da M 29,70 32.65 37,17 . 3,38
28 S8° 1la F 40,73 53,73 58,06 17,19
29 SS§ - 7a F 25,426 64,31 © 64,98 15,06
30 SC 9a M 28,156 98,80 80 54,5
31 SR° 8a M 49,08 = 68,58 - 9,3
32 SS 6a F 4,98 55,58 72,75 22,31
33 SS 8allm E **2 /300 79,55 82,37 34,91
34 8S 2a7m M 43 77,65 79,86 11,48
35 SS 3a- F 17,21 84,34 69,36 11,95
36 SS 10a M 31,66 82,88 73,6 2,19
37 SC 3a F 18,25 62,81 66,22 14,28
38 SC 7a F 49,22 80,96 62,58 10,94

Index fagocitario: percentual de monodocitos fagocitando.
*  Em 446 células contadas apenas 2 fagocitaram
** Em 300 cé&lulas contadas apenas 2 fagocitaram

Total de pacientes estudados: 37 (8S= 27; 5/g%= 5; s/g*= 2; SC= 3).




Index fagocitario de mondcitos de individuos normais. Prova

realizada com eritrocitos de carneiro sensibilizados (EA) e
particulas de zimosan incubadas ou ndo (ZNI} com soro de pa-

ciente (Zsp) ou soro normal (Zsnl).

N® ORDEM IDADE SEXO = EA Zsnl 7Sp Zni
48 9a M 54,92 93,73  *(14)89,74 28,78
49 Sa M 70,77 85,75 (10)86,01 11,11
50 8a F 77,40 97,47 (36)92,88 29,78
51 3abm M 76,31 83,60 (07)85,35 11,69
52 2a8m M 55,44 - - -
53 6a M 67,88 90,34 (30)91,75 24,28
54 Sa M 80,65 91,96 (20)90,57 36,01
57 6a9m F 77,27 91,92 - -
58 7a F 82,68 92,36 (32)88,86 32,21
59 4a F 74,39 90,99 (35)77,63 -
60 1la M 80,10 92,77 - 19,54
61 1a%m F 40,14 84,06 (31)49,47 31,25
62 10a M 76,74 - (06)83,33 39,71
63 12a M 63,28 85,89 (29)79,66 44,05
64 2a3%m F 65,26 90,19 (15)92,59 -
65 9a F 72,0 - (08)79,31 -
66 4a M 87,40 86,18 (08)93,34 39,47
67 102 F 95,73 96,56 (16195 ,21 -
68 13a F 79,96 - (29)83,76 48,71
69 9aZm F 86,80 84,47 (18)90,29 21,83
70 9a%m M 78,70 67,48 (17)77 ,43 27,15
72 1abm F 74,28 75,26 (10)79,86 22,98
73 Aabm F 85,78 86,75 (14)93,62 29,56
74 9a M 82,56 96,86 (07)96,29 39,48
75 8a M 84,10 94,86 (24)96 ,41 43,29
76 9a M 83,36 93,18 (31)91,72 36,71
77 6a3m F 77,94 94,51 (06)83%,15 35,32
78 7a6m M 68,05 81,99 (13)78,87 18,67

Index fagocitdrio: percentual de mondcitos fagocitando.
Total de individuos normais estudados: 28

* () numero de ordem do soro de paciente.
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Capacidade fagocitaria de mondcitos de pacientes com doenca
11ci £ .. P i itrd -

faILJ“E?rmL. Prova realizada com eritrocitos de carneiro {LA)

e particulas de zimosan incubadas ou nao (ZNI) com soro de

pacigrrte (Zsp) ou soro normal (Zsnl).

N® ORDEM IDADE SEXO EA Zsnl Zsp Zni

81 58 Sa M 266 -
2 SS ba M 3 4
e o=on oy omomomow
04 58 6a F 2 9
o 33 353 -
06 Sp 6ba F - 271 572 2
07 SS 11a F 274 - 2
08 55 13a F 191 543 2?5 ggg
09 S8 1la F 215 7
09 53 ! 16 529 287
10 e a3in F 127 492 416 213
1 53 13a F 209 324 324 178
12 os 1a9m F 256 415 314 135
13 o9 . 3a F 203 352 324 170
T s fa F . 383 - 282 165
T 9 S5a F 210 293 400 166
16 o §§9m ¥ ?gg 358 376 136
18 S8 i11a F 159 igg géz 108
19 S8 4a F —
19 o8 Zero 382 328 -
20 53, 7a M 299 374 514 134
B ba F 349 390 339 145
22 Sgt 472 M 203 264 254 15
23 S5 lla M 223 ;
24 SS 7a F 284 2%% 3;9 e
351 -
25 SSO 4a M 142 332 352 159
26 S8 4a F 227 418 429 166
%; gso 4a M 248 389 364 150
28 Sg lia F 219 301 323 153
7a F 224 360
30 -5C 9a M 258 556 ggg 528
o 3
31 S8 8a M 247 320 = 132
32 S8 6a F
32 5S : 127 355 278 221
alOm F zero 383 385 271
gé gg Za7nm M i62 348 390 150
35 oa ig F 151 377 409 156
3¢ o Saa g 161 357 300 140
57 s¢ 3a F 161 302 386 136

200 359 244 148

Capacidade fagocitaria: niimero de particulas fagocitadas/100

“mondcitos.
Total de pacientes estudados: 37 (S5= 27; §/8%= 5; S/B+= 2; SC= 3)
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Capacidade fagocitdria de mondcitos de individuos normais.Pro

va realizada com eritrdcitos de carneiro (EA)} e particulas de
simosan incubadas ou nao (ZNI) com soro de paciente (Zsp) ou

soro normal (Zsnl}.

N¢ DE ORDEM IDADE  SEXO EA Zsnl Zsp Zni
48 9a M 264 454  *(14)469 170
49 Sa M 284 431 (10)458 144
50 8a F 301 603 (36) 537 195
51 3a6m M 211 515 (07) 451 138
52 2a8m M 227 - - -
53 6a M 297 426 (30)474 211
54 5a M 283 523 (20)444 165
57 6a9m F 271 - (24)450 -
58 7a F 293 638 (321619 220
59 4a F 182 606 (351449 -
60 11a M 283 669 - - 168
61 1a9m F 243 526 (31)386 163
62 10a M 308 - (06)351. 229
63 12a M 313 474 (29)469 203
64 2a3m F 252 475 (151576 -
65 9a F 308 621 (18)484 -
66 4a M 323 595 (08)571 222
67 10a F 313 652 (16)632 -
68 132 F 319 342 (29)424 269
69 9a2m F 299 476 (18)572 185
70 9a9m M 327 442 (17)451 162
72 la6m F 259 423 (10)412 -
73 4abm F 259 508 (14)558 156
74 9a M 254 546 (07)584 200
75 8a M 257 634 (24)646 203
76  9a M 209 559 (31)571 179
77 6a3m F 383 737 (06)533 199
78 7a6m M 319 423 (13)568 196

Capacidade fagocitdria: ndmero de particulas fagocitadas/100 monocitos.,
Total de individuos normais estudados: 28.

* () numero de ordem do soro de paciente.
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Valores de "Pitted cells" em Criangas com Doenga Falciforme

ORDEM IDADE SEXO PADRAO ELETROFORFTICO PITSS
01 | Sa M SS 19,6
02 6a M sS 10,7
03 6a F SS 24,2
04 6a F Sgo 11,6
06 6a F Sg° 41,1
07 11la F SS 29
08 13a F SS 32,2

- 09 - 1la F SS 36,6
10 la3m F SS 16
11 13a F sS 30,1
12 1a9m F SS 14
13 . 3a F SS 31
14 6a F SS 37
15 Sa F SS 24,7
16 6a9m M ss 13,8
17 5a F sS 1,2
18 11la F Ss 19,8
19 4a F SS 14,6
20 7a M SS 33,2
21 6a F Sg* 37
22 4a M sg” 8,4
23 1la M SS 33,2
24 7a F s 19,6
25 Aa M SS , 11,8
76 4a F $g0 9,4
27 4a M SS 23,8
28 7a F Sgo 16,4
29 7a F SS 33
30 9a M SC_ 9,6
31 8a M Sg 5,0
32 6a F SS 33,2
33 8al0m ¥ SS 25,4
34 2a7m M SS . 22,6
35 3a F SS 22
36 10a M 5SS 24,6
37 3a F sC 10,2
38 7a F SC 5,9

Total de pacientes estudados: 37 (S8S= 27; S/89= 5; S/’8+= 2; SC= 3).




